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Študija interakcij med proteinom FimH in α-D-manoznimi glikokonjugati 
Povzetek:  
Okužbe sečil (UTI), za katere je odgovorna uropatogena E.coli (UPEC), so ena 
najpogostejših bakterijskih okužb na svetu. Okužbe sečil so trdovratne, pogosto 
ponavljajoče se in se običajno zdravijo z antibiotiki. Ena od slabosti zdravljenja z 
antibiotiki je pojav bakterijske rezistence, do katere pride zaradi pogoste in nekritične 
uporabe antibiotikov. Uporaba antiadhezivov je nov alternativen pristop pri zdravljenju 
bakterijskih okužb. UPEC ima na svoji površini nitaste izrastke, fimbrije tipa 1, na konici 
katerih se nahaja lektinska domena FimH. Ta vsebuje domeno CRD – vezavno mesto za 
ogljikove hidrate, v katero se z visoko specifičnostjo veže manoza. Interakcija domene 
CRD z manozo je ključna za oprijemanje bakterij na celice gostitelja, natančneje na njene 
glikoproteinske receptorje. Adhezija patogena na celice gostitelja predstavlja enega prvih 
korakov pri povzročitvi okužbe. Virulentne lektine lahko blokiramo s spojinami, tako 
imenovanimi antagonisti FimH, ki oponašajo na celicah naravno prisotne ogljikove 
hidrate. Antagonisti se vežejo na receptorsko mesto lektina FimH, zaradi zasedenosti 
mesta se bakterija E.coli na celice urotelija ne more več pritrditi. Na ta način preprečimo 
adhezijo bakterij in posledično nastanek okužbe. Novo strategijo zdravljenja in 
preprečevanja UTI imenujemo antiadhezivna terapija.  
V okviru magistrskega dela sem z metodo molekulskega sidranja v programu Glide, ki je 
del programskega paketa Schrödinger Suite 2018, sidrala načrtovane antagoniste v 
receptorsko mesto lektina FimH. Osnovni skelet vseh proučevanih antagonistov vsebuje 
α-D-manozo. Vse hidroksidne skupine, razen anomerne, tvorijo ugodno mrežo vodikovih 
vezi v receptorskem mestu. Anomerno OH-skupino sem posledično uporabila za 
pripenjanje aglikonskega dela antagonistov ter tako izboljšala afiniteto vezave. 70 
proučevanih antagonistov sem razdelila v tri skupine in posamezne proučila z metodo 
molekulskega sidranja. Jakost vezave, ki jo podaja cenilna funkcija Glide XP, parameter 
logP in predhodno eksperimentalo določene IC50 vrednosti, so nekatere izmed informacij 
pri proučevanju antagonistov, ki bi nadalje lahko predstavljali nove zdravilne učinkovine. 
Z antagonistom UL-AAG-13 bi lahko dokazali velik potencial za učinkovito zdravljenje 
okužb sečil.  
Metoda molekulskega sidranja ima v medicini velik pomen, saj omogoča v bazi z več 
milijoni ligandov nabor le nekaj potencialnih, ki bi ustrezali kriterijem nadaljnjih 
raziskav. Izmed proučevanih 70 antagonistov bi lahko vsaj 4 izbrani predstavljali 
morebitne nove zdravilne učinkovine in preprečili ali vsaj omilili okužbe urinarnega 
12 
 
trakta. Vse večja uporaba antiadhezivov bi počasi zmanjšala uporabo antibiotikov pri 
zdravljenju okužbe. 
Ključne besede: antiadhezivna terapij, domena za prepoznavanje ogljikovih hidratov, 
okužbe urinarnega trakta, molekulsko sidranje-Schrödinger Suite 2018, uropatogena 
E.coli 
 
 
 
Study of interactions between FimH protein and α-D-mannose glycoconjugates 
Abstract:  
Urinary tract infections (UTIs) by uropathogenic Escherichia coli (UPEC) belong to the 
most common bacterial infections worldwide. Person that once is affected with infection 
will most likely experience recurrent infection. The current treatment generally involves 
antibiotics. Due to their frequent and non-critical use lead to bacterial resistance. The need 
to develop non-antibiotic strategies is huge. A new alternative approach in the treatment 
of bacterial infections is the use of antiadhesives.  
Uropathogenic E.coli express fimbriae type 1, organelles which protrude from the 
bacterial surface, at the tip of which is FimH lectin. Lectin FimH has a high connective 
affinity towards α-D-mannoside of a host cell, because it contains CRD, the mannose-
specific carbohydrate recognition domain. Adhesion of the pathogen to host cells 
represents one of the first steps in causing infection. Virulent lectins can be blocked with 
compounds, called FimH antagonists that represent naturally occurring carbohydrates on 
cells. Antagonists bind to the FimH lectin receptor site. Consequently, because of FimH 
saturation, bacteria E.coli cannot be attached to the urothelium cells. In this way, bacterial 
adhesion is prevented, and the infection is consequently formed. The new UTI treatment 
and prevention strategy are called anti-adhesive therapy. 
By using the method of molecular docking, with Glide program, part of the Schrödinger 
Suite 2018 software package, antagonists were linked into the receptor region of lectin 
FimH. The basic framework of all studied antagonists contained α-D-mannose. All 
hydroxide groups, except the anomeric one, form a favorable network of hydrogen bonds 
in the receptor site. I used the anomeric center of α-D-mannose to attach the aglycone 
moiety of the antagonists, thereby improving the binding affinity. I divided the 70 studied 
antagonists into three groups and examined each one using the method of molecular 
docking. The binding strength provided by the Glide XP evaluation function, the logP 
parameter and previously experimentally determined IC50 values of antagonists are some 
of the information of what antagonists might represent the new active substances for 
infection. The UL-AAG-13 antagonist could demonstrate the great potential for effective 
treatment of urinary tract infections. 
The method of molecular docking is an important tool in biomedical research and for 
discovery of novel drugs. The method helps to select in the base of a million ligands only 
a few potentials that would fit the criteria for further research. Of the 70 studied 
antagonists, at least 4 selected could represent potential new active substances and prevent 
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or at least, alleviate urinary tract infections. The increasing use of antiadhesives would 
slowly eliminate the use of antibiotics in the treatment of infection. 
 
Keywords: anti-adhesive therapy, carbohydrate-recognition domain, molecular 
docking-Schrödinger Suite 2018, urinary tract infection, uropathogenic E.coli 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
CRD Carbohydrate-Recognition Domain (domena za prepoznavo ogljikovih 
hidratov) 
DC Dendritic Cells (dendritične celice) 
DC-SIGN Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule 3-Grabbing 
Non-integrin 
DNA Deoxyribonucleic Acid (deoksiribonukleinska kislina) 
E.coli Escherichia coli 
HIV Human Immunodeficiency Virus (virus človeške imunske 
pomanjkljivosti) 
IC50 Half maximal inhibitory concentration (koncentracija inhibitorja, kjer se 
odziv ali vezava zmanjša za polovico) 
PDB Protein Data Bank 
SAR Structure–Activity Relationship 
UPEC   Uropathogenic Escherichie coli (uropatogene Escherichie coli) 
UTI Urinary Tract Infection (infekcije urinarnega trakta) 
 
Aminokisline: 
Asp aspartat 
Asn asparagin 
Arg arginin 
Gln glutamin 
Gly glicin 
Ile izolevcin 
Phe fenilalanin 
Thr treonin 
Tyr tirozin 
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1 UVOD 
1.1 BAKTERIJSKE OKUŽBE SEČIL 
 
Bakterije so pogoste povzročiteljice okužb ali infekcij, ki jih povzroči njihov vdor in 
razmnoževanje v organizmu. Med najpogostejše bakterijske okužbe sodita angina in 
pljučnica, zelo pogosta pa je tudi okužba urinarnega trakta, UTI. Po ocenah naj bi vsako 
leto za okužbo urinarnega trakta zbolelo okoli 150 milijonov ljudi [1].  
Okužbi sečil so bolj podvržene ženske. Po podatkih Nacionalnega inštituta za sladkorno 
bolezen ter bolezni prebavil in ledvic (National Institute of Diabetes and Digestive and 
Kidney Diseases) kar 40–60 % žensk v svojem življenju doživi vsaj eno okužbo sečil. 
Moški so okužbam sečil manj podvrženi, bolezenska znamenja okužbe se pojavijo pri 
okoli 12 % moških vsaj enkrat v življenju. Okužba prizadene predvsem moške po 
petdesetem letu [2, 3]. Razlogi, da so ženske bolj podvržene okužbi urinarnega trakta, 
izhajajo iz anatomskih značilnosti sečil. Za ženske je značilna krajša razdalja med 
nožnico, od koder okužba izhaja, in sečnico. Pri moških je sečnica okoli 5-krat daljša kot 
pri ženskah, zato patogeni organizmi težje pridejo do mehurja.  
Urinarni trakt je sistem v telesu, ki služi izločanju urina, odpadnega produkta presnove. 
V urinu je okoli 95 % vode. Poleg vode vsebuje še dušikove odpadne produkte (sečnino, 
sečno kislino, kreatinin, amonijak itd.), elektrolite (natrij, kalij, magnezij, kalcij, klorid, 
karbonat, fosfat, sulfat itd.), vitamine, hormone in barvila. Pri zdravi osebi je urin 
praktično sterilen, v njem skoraj ni bakterij. Za normalno uriniranje morajo vsi posamezni 
deli v urinarnem traktu delovati povezano in v pravilnem vrstnem redu (slika 1). 
 
Slika 1: Urinarni trakt. 
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Ledvice imajo v traktu pomembno funkcijo, saj dnevno filtrirajo od 120 do 150 litrov 
krvi, da nastane približno od 1 do 2 litra urina. Urin potuje od ledvic v mehur po dveh 
tankih mišičastih cevkah, sečevodu. Ko urin pride do mehurja, se ta razširi. Deluje kot 
rezervoar urina. Čeprav ljudje nimamo nadzora nad delovanjem ledvic, ki delujejo 24 ur 
dnevno, nadzorujemo stanje mehurja. Ko se mehur napolni, je potrebno uriniranje. Tedaj 
se iz telesa urin odstrani skozi sečnico, ki se nahaja na dnu mehurja. Bakterije, ki vstopajo 
v urinarni trakt, se z uriniranjem izperejo. Enosmerni tok urina preprečuje bakterijam 
zmožnost vzpostavitve okužbe. Ko pa se telo ne uspe ubraniti pred bakterijami, lahko 
slednje povzročijo okužbo. Vir slednje so bakterije, prisotne v črevesju in zunanjem delu 
splovila. Večino okužb urinarnega trakta (70–90 %) povzročajo bakterije iz skupine 
uropatogene E.coli (UPEC) [2].  
Okužbe se lahko razvijejo v katerem koli delu urinarnega trakta. Glede na mesto vnetja 
razlikujemo med okužbami spodnjih sečil (uretritis in cistitis, kadar okužba prizadene 
sečnico ali mehur) in okužbami zgornjih sečil (pielonefritis, če se okužba razširi po 
sečevodu do ledvic) [3, 4]. Zdravljenje okužb zgornjih sečil je dodatno oteženo, okužbe 
pa so zelo boleče in lahko povzročijo resne zdravstvene težave. Pomembno je zgodnje 
zdravljenje okužbe. Najpogosteje se okužba pojavlja v obliki vnetja mehurja. Simptom 
slednjega je pogosto in pekoče uriniranje. Odvaja se majhna količina seča, ki je moten in 
neprijetnega vonja. Pri vnetju ledvic se poleg zgoraj naštetih težav pojavijo tudi povišana 
temperatura, slabo počutje, slabost, bruhanje in topa bolečina v ledvenem predelu. 
1.1.1 DELITEV OKUŽB  
Okužbe urinarnega trakta v grobem delimo na dve skupini, in sicer na nezapletene in 
zapletene okužbe. Te so razvrščene glede na stanje gostitelja [2].  
Nezapletene okužbe so pogoste pri zdravem bolniku in so lažje ozdravljive. Kar 80 % teh 
okužb povzroči UPEC. Dodatni dejavnik, ki pripomore k nastanku okužbe, je tvorba 
intracelularnih bakterijskih skupkov znotraj površinskih epitelijskih celic. Ti skupki 
imajo podobne lastnosti biofilma, ki bakterijam omogočajo, da preživijo močan imunski 
odziv gostitelja in vzpostavijo rezervoar patogenov v celicah mehurja. Med nezapletene 
okužbe uvrščamo vnetje mehurja in vnetje ledvic. Najpogosteje se pojavijo pri mlajših, 
zdravih ženskah. Okužbe so lahko ponavljajoče se, rezervoar patogenov v celicah 
mehurja je lahko vir te ponavljajoče se okužbe [2, 5]. To potrjuje dejstvo, da kar 70 % 
ponovnih okužb povzroči isti sev UPEC, kot je bil prisoten v prvotni okužbi. Bakterije 
ostanejo v urinarnem traktu v mirujoči obliki tudi po prenehanju znakov okužbe. Tudi do 
več mesecev lahko bakterije preživijo znotraj urotelijskih celic. Tu so bakterije zaščitene 
pred imunskim sistemom in antibiotiki, okužba pa se lahko ponovno pojavi v ugodnih 
razmerah. Nezapletene okužbe spodnjih sečil zdravimo s kratkotrajnim antibiotičnim 
zdravljenjem, saj je večina bakterij dobro občutljivih na antibiotike. 
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Zapletene okužbe sečil prizadenejo bolnike z že osnovnimi težavami. Te motnje 
urinarnega trakta so na primer zapore in tujki v sečilih (urinski kateter, ledvični kamni), 
posledica operacij ali poškodb. Te vrste okužb se pojavljajo pri oslabelih, ledvični 
odpovedi ter nevrogenih okvarah, ki povzročajo retenco urina, in tudi kot posledica 
zdravljenja z antibiotiki. Najpogosteje se zapletene okužbe pojavijo pri moških, 
nosečnicah, sladkornih bolnikih in starostnikih. Povzročiteljice teh vrst okužb so bakterije 
Proteus mirabilis. K okužbi prispeva nastajanje encima ureaza z imenovano bakterijo, 
kar lahko povzroči tvorbo kamna v urinu [2]. Zdravljenje je praviloma dolgotrajnejše. 
1.1.2 ANTIBIOTIKI IN ODPORNOST BAKTERIJ NANJE 
Temelj zdravljenja bakterijskih okužb so protimikrobne učinkovine (antibiotiki in 
kemoterapevtiki). Za zdravljenje okužb sečil se večinoma uporabljajo antibiotiki -  
kemijske spojine, ki zavirajo in preprečujejo rast ter razmnoževanje bakterij. Da je 
zdravljenje nezapletenih okužb uspešno, mora biti koncentracija učinkovine v urinu 
dovolj dolgo višja od koncentracije uropatogenega organizma. Zapletene okužbe pa 
zahtevajo ustrezne koncentracije učinkovine v plazmi. 
Protimikrobne učinkovine močno vplivajo na trajanje in uspešnost zdravljenja. Dejavniki, 
ki vplivajo na uspešnost zdravljenja, so mesto okužbe, zapletenost okužbe ter spol in 
starost bolnika. Poznamo več vrst antibiotikov. V tabeli 1 zbrani antibiotiki so razvrščeni 
glede na mehanizem delovanja. 
Tabela 1: Delitev antibiotikov glede na mehanizem delovanja ter njihovi predstavniki. 
zaviranje sinteze 
celične stene 
zaviranje sinteze 
celičnih proteinov 
zaviranje sinteze 
nukleinskih kislin 
vpliv na 
bakterijske 
metabolne procese 
penicilini tetraciklini kinoloni sulfonilamidi 
cefalosporin makrolidi rifampin trimetoprim 
karbapenemi aminoglikozidi griseofulvin   
monobaktami kloramfenikol flucitozin   
fosfomicin klindamicin pirazinamid   
cikloserin spektinomicin imidazoli   
bacitracin       
isonizid       
etambutol       
vankomicin       
teikoplanin       
 
Nezapletena vnetja sečnega mehurja se zdravi predvsem z nitrofurantoinom oziroma s 
kombinacijo trimetoprim-sulfametoksazol, kjer zdravljenje poteka od 3 do 7 dni.  
4 
 
Za zdravljenje zapletenih okužb pa se uporabljajo antibiotiki iz družine kinolonov, 
predvsem ciprofloksacin, levofloksacin, norfloksacin, amoksicilin/klavulanska kislina ter 
gentamicin v kombinaciji z amplicinom. Vse zapletene okužbe se zdravijo od 10 do 14 
dni. Hujše bolezni sečil se lahko zdravijo tudi bolnišnično z intravensko aplikacijo 
protimikrobnih učinkovin [6].  
Pri zdravljenju z antibiotiki naletimo na slabost, saj lahko postanejo bakterije sčasoma 
odporne na njihovo delovanje. Bakterije, ki so občutljive na antibiotik, le-ta uniči ali 
prepreči njihovo razmnoževanje. Odporne bakterije potemtakem dobijo več prostora in 
hranilnih snovi in se pred antibiotikom lahko zaščitijo. Take bakterije lahko povzročijo 
ponoven izbruh bolezni, ki postane težje obvladljiva. Ločimo štiri glavne mehanizme 
razvoja bakterijske odpornosti (slika 2) [7]: 
 Prvi mehanizem je zmanjšanje prepustnosti bakterijske zunanje membrane. 
Antibiotiki delujejo na tarčna mesta znotraj bakterijskih celic, kar pomeni, da 
morajo učinkovine v prvi stopnji preiti skozi bakterijsko membrano. Zunanja 
membrana Gram negativnih bakterij deluje kot prepreka pred vdorom toksičnih 
snovi, med drugim tudi antibiotikov.  
 Drugi mehanizem odpornosti na antibiotike je aktivno črpanje antibiotikov iz 
celice z izlivnimi črpalkami. Tak mehanizem odpornosti se pojavi pri Gram 
negativnih in Gram pozitivnih bakterijah. Vir izlivne črpalke je najpogosteje 
energija, pridobljena s pomočjo hidrolize ATP. Izlivne črpalke so lahko specifične 
za določene spojine ali pa prenašajo strukturno različne spojine.  
 Tretji način odpornosti na antibiotike je sprememba tarčnega mesta delovanja 
antibiotika, pri čemer se afiniteta vezavnega mesta do antibiotika zmanjša. Do 
spremembe tarčnega mesta lahko pride z mutacijo le enega izmed aminokislinskih 
ostankov v vezavnem mestu.  
 Četrti mehanizem je sprememba strukture antibiotika. Encimi, ki razgrajujejo 
antibiotike, so β-laktamaze. Te hidrolizirajo β-laktamski obroč antibiotikov, obroč 
se odpre in posledično pride do izgube aktivnosti antibiotika. Primeri encimov β-
laktamaz so penicilini cefalosporini in cefarnicini. Poleg razgradnje antibiotika pa 
lahko pride tudi do kemijske spremembe strukture antibiotika, na primer z uvedbo 
acilne, fosfatne ali nukleotidne skupine na antibiotik. Tako se oteži vezava 
antibiotika na ciljno vezavno mesto.  
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Slika 2: Rezistenca bakterij na antibiotik.  
Rezistenca bakterij narašča zaradi prevelike in nekritične uporabe antibiotikov. Sočasno 
se zaradi večje uporabe odpornost bakterij povečuje proti celi vrsti antibiotikov. Tako je 
odpornost E.coli na trimetoprim-sulfometoksazol hitro narasla, sočasno se je povečala 
njihova odpornost tudi na kinolone. Povečana uporaba antibiotikov je tako omogočila 
razvoj večkratno odporne uropatogene E.coli.  
Uporaba antiadhezivov je nov alternativen pristop pri zdravljenju bakterijskih okužb. 
Antiadhezivi so snovi, ki preprečujejo ugnezdenje bakterij na tarčne celice. V magistrski 
nalogi sem se ukvarjala z molekulami, ki bi bile primerni antagonisti uropatogene E.coli. 
Proučevala sem imenovano bakterijo, saj sodi med najpogostejše povzročiteljice okužb 
urinarnega trakta. 
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1.2 RAZLIČNI MEHANIZMI INTERAKCIJ PRI VZPOSTAVITVI 
BOLEZNI 
1.2.1 INTERAKCIJA BAKTERIJSKIH RECEPTORSKIH LEKTINOV 
Z GLIKANI NA GOSTITELJSKI CELICI (Escherichia coli) 
Bakterijski adhezin FimH je povzročitelj okužbe sečil (UTI). Lektin FimH se nahaja na 
pilusih ali fimbrijah tipa 1 uropatogene E.coli. Številne podenote FimA, polimeriziranih 
v heliksno strukturo, se preko vlaken povezujejo s konico pilija, sestavljenega iz podenot 
FimF, FimG ter se zaključijo s FimH. Slednja podenota FimH vsebuje vezavna mesta za 
ogljikove hidrate, tako imenovano CRD-domeno (ang. Carbohydrate Recognition 
Domain), odgovorno za vezavo sladkorjev na fimbrijo. E.coli se preko domene CRD sidra 
na urotelno površino gostiteljske celice in lahko na ta način povzroči okužbo sečil (slika 
3). Vdor uropatogene E.coli in preprečitev adhezije na gostiteljsko celico bi lahko 
preprečili z blokiranjem vezavnega mesta FimH z uporabo antiadhezivnih spojin. Opisani 
mehanizem vezave sem proučevala v magistrski nalogi.  
 
 
Slika 3: Mehanizem pripenjanja UPEC na površino gostiteljske celice. E.coli ima na 
konici fimbrij tipa 1 tako imenovano CRD-domeno, domeno za prepoznavanje ogljikovih 
hidratov. Le-ti se nahajajo na površini gostiteljskih celic in omogočajo nastanek okužbe 
[povzeto po 8]. 
  
7 
 
1.2.2 INTERAKCIJA BAKTERIJSKIH TOKSINOV Z GOSTUJOČO 
CELICO (Vibrio cholerae)  
Toksin kolere (toksin AB5), ki ga izloča Gram negativna bakterija Vibrio cholerae, je 
prikazan na sliki 4. Zgrajen je iz podenot A in B, pri čemer podenoto A sestavljata odseka 
A1 in A2, podenoto B pa sestavlja pet enakih delov, ki so okoli podenote A2. Podenota 
B je odgovorna za vezavo na celične receptorje GM1, medtem ko je podenota A, ki 
prodira v celico, odgovorna za toksičnost toksina in 
aktivacijo proteina G. Receptorji GM1 so 
gangliozidi, ki se nahajajo v rdečih krvničkah 
nakopičeno na površini celic. Dve lipidni verigi v 
njegovi strukturi sta vsidrani v celično membrano, 
oligosaharidni del, ki predstavlja prepoznavno 
mesto za zunajcelične organizme, pa se nahaja na 
površini celice. Protein G zatem aktivira encim AC 
(adenilat ciklaze), ki katalizira nastanek cAMP 
(slika 5). Aktivnost cAMP povzroča prekomerno 
izločanje kloridnih ionov v tanko črevo. Čezmerna 
izguba vode lahko privede do dehidracije 
organizma in posledično do hudih motenj delovanja 
mnogih organov in možne smrti. 
 
 
Slika 5: Mehanizem pripenjanja pentamera B, toksina kolere, na ganglozide GM1 na 
površini celic. Prikaz GM1 na sliki desno zgoraj. Sledi aktivacija proteina G, nadaljnja 
aktivacija encima AC ter nastanek cAMP, ki povzroči izločanje Cl-ionov ter zaviranje 
absorpcije NaCl [10]. 
Slika 4: 3D-prikaz toksina 
kolere [9]. 
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1.2.3 INTERAKCIJA VIRUSNIH GLIKANOV NA RECEPTORSKA 
MESTA GOSTITELJSKE CELICE (virus HIV in bakteriofag)  
Virusi za svojo rast potrebujejo gostiteljsko celico. Med njihovim razmnoževanjem 
virusni plašč razpade, kar povzroči sprostitev njihove dedne snovi, genoma, v kateri je 
zapis za nastanek novih virusov. Na sliki 6 je prikaz mehanizma okužbe virusa (okužba 
evkariontske celice) ter bakteriofaga (okužba prokariontske celice). Primer okužbe z 
virusom HIV, katerega mehanizem pripenjanja je podoben ostalim retrovirusom, je 
prikazan na sliki 6. Na ovojnici virusa se nahajajo glikoproteini (GP120 in GP41), ki 
prepoznajo celične površinske receptorje CD4. Protein CD4 se nahaja na površini 
nekaterih belih krvničk (limficitih) v kostnem mozgu. Za vezavo virusa je potrebna še 
koreceptorska molekula CCR5. Po vsidranju na receptorje se prične zlitje virusne 
ovojnice s celično membrano. Virus tako vstopi v celico, kjer prične svoj razmnoževalni 
cikel [11]. 
 
Slika 6: Mehanizem pripenjanja virusa HIV. Glikoproteini na površini virusa se vsidrajo 
na proteine CD4 in CCR5 na površini gostiteljske celice [slika prirejena po 12]. 
Okužba bakteriofaga se prične s specifično interakcijo med proteini na repu faga ter 
specifičnimi receptorji na površini bakterijske celice. Prvi stik med virusom in receptorji, 
ki predstavlja elektrostatično združenje med njimi, se imenuje reverzibilna adsorpcija. 
Nato sledi ireverzibilna adsorpcija, kjer nastane nepovratna povezava med receptorskima 
mestoma bakteriofaga in bakterije. Površinske komponente, ki predstavljajo receptorsko 
mesto na bakteriji, so lahko lipopolisaharidi, teihoične kisline in proteini. Po adsorpciji 
na bakterijo sledi injiciranje virusnega DNA preko bakterijske ovojnice v samo bakterijo, 
pri čemer ostane njihova kapsida zunaj bakterije (slika 7). Ko bakteriofag sprosti svojo 
DNK, ta prične znotraj bakterije izdelovati sestavne dele za nove viruse in podvojevati 
virusno DNK. Sledi sestavljanje novih bakteriofagov, ki se nato sprostijo v okolico [13].  
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Slika 7: Pripenjanje bakteriofaga na gostiteljsko celico, pri čemer sprosti DNK v celico, 
kapsida pa ostane zunaj nje [prirejeno po 14]. 
 
1.2.4 RECEPTORSKO MESTO DC-SIGN NA CELICAH 
IMUNSKEGA SISTEMA  
Receptor DC-SIGN (ang. dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-
grabbing non-integrin) je transmembranski lektin tipa C, poznan tudi pod imenom 
CD209. Njegovo izražanje je značilno v nezrelih dendritičnih celicah (DC), prisotnih v 
perifernem tkivu, ter v zrelih oz. aktiviranih dendritičnih celicah v limfatičnem tkivu.  
DS-SIGN je sestavljen iz 
citoplazemske, transmembranske in 
vratne domene (iz 7 in pol 
aminokislinskih ostankov), ter domene 
CRD na konici, odgovorne za vezavo na 
manozne derivate gostitelja (slika 8). 
Domena CRD prepozna in se veže na 
ogljikove hidrate manoznega tipa, ki jih 
običajno najdemo na virusih, bakterijah 
in glivah. DC-SIGN je ključen pri 
vezavi različnih patogenov, med drugim 
je receptor za virusa HIV in Hepatitis C. 
Posledično je tarča potencialnih 
antagonistov, ki bi lahko zavirali vezavo 
patogenov na receptorska mesta in z 
vezavo preprečili širjenje okužbe.  
HIV-1 je primer virusa, ki izkorišča 
Slika 8: Struktura DC-SIGN [prirejeno po 
15]. 
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nativno funkcijo DC in DC-SIGN-a za okužbo. HIV-1 se mora prenesti iz krvi v 
limfatično tkivo ter okužiti celice T (CD4+) za razvoj okužbe. Pri slednji ima receptor 
DC-SIGN vlogo prenašalca virusa HIV do celic T (CD4+). DC-SIGN z visoko afiniteto 
do proteina GP120 na virusu HIV zaščiti virus pred znotrajcelično razgradnjo ter omogoči 
nadaljnjo vezavo GP120 na celice T (slika 9). 
 
Slika 9: Mehanizem pripenjanja GP120 na domeno CRD receptorja DC-SIGN ter 
nadaljnje pritrjevanje virusa HIV na DC, ki aktivirajo celice T [prirejeno po 15]. 
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1.3 BAKTERIJSKA ADHEZIJA 
1.3.1 VEZAVA PATOGENIH ORGANIZMOV NA CELICO IN 
NJIHOVA OBRAMBA 
Večino okužb urinarnega trakta povzročajo bakterije iz skupine uropatogene E.coli 
(UPEC) po mehanizmu pritrjevanja, opisanega v poglavju 1.2.1. Patogeni organizmi, ki 
še predstavljajo vir okužbe, so P.mirabilis, S.saprophyticus, K.pneumonia itn. Za mnogo 
patogenih bakterij je značilno, da imajo na svoji površini številne piluse ali fimbrije, s 
katerimi se oprimejo celic gostitelja. Na koncu izrastkov najdemo lektinske proteine, ki 
omogočajo oprijem na glikoproteinske receptorje gostitelja. To so dolgi proteinski 
polimeri, ki se nahajajo na površini mnogih sevov bakterije E.coli. Vsi strukturni faktorji, 
h katerim sodijo tudi flagele, prispevajo k sposobnosti vezave epitelijskih celic gostitelja 
na bakterijo in so najpomembnejši dejavnik patogenosti. Specifične fimbrije omogočajo 
patogenim sevom kolonizacijo različnih epitelijev gostitelja [16].  
Za pritrjevanje E.coli na urotelijske celice je najpomembnejši lektin FimH, ki se nahaja 
na konici fimbrij tipa 1 (slika 10), medtem ko so za pritrjevanje P.mirabilis 
najpomembnejši segment pritrjevanja flagele (slika 11) [17, 18]. 
Slika 10: E.coli s proteinskimi izrastki 
fimbrijami [povzeto po 19]. 
Slika 11: P.mirabilis s kratkimi izrastki – 
fimbrijami, ki služijo pritrjevanju, ter 
daljšimi izrastki – flagelami, ki služijo 
gibanju [povzeto po 20]. 
Človeški organizem se na različne načine brani pred bakterijskimi okužbami. Za uspešno 
okužbo morajo bakterije vdreti v organizem preko fizioloških preprek (koža, sluznica). 
Po vdrtju bakterij v organizem se sproži imunski sistem, katerega vloga je odstranjevanje 
tujkov. Tudi same napadene celice izločajo protimikrobne snovi. Bakterijske okužbe 
urinarnega trakta preprečuje ustrezen pretok urina [21]. Uspešen patogen se mora 
prilagoditi tako, da navkljub sproženi protimikrobni obrambi inficira (kolonizira) celice 
gostitelja. 
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1.3.2 MEHANIZEM BAKTERIJSKE ADHEZIJE 
Najpogostejši način adhezije je vzpostavitev nespecifičnih interakcij med bakterijo in 
celico. Bakterija ima na tej stopnji še vedno možnost svobodnega gibanja po celični 
površini in iskanja najugodnejšega okolja z dovolj hranili. Šibkim interakcijam sledi 
začetna adhezija, kjer se vzpostavijo specifične interakcije. Če bakteriji grozi odstranitev 
zaradi imunskega odziva (tok urina), se interakcije še okrepijo z vzpostavitvijo 
specifičnih visoko afinitetnih interakcij. Te se tvorijo na površini patogena med lektini in 
komplementarnimi ogljikovimi hidrati na celici (slika 12) [22].  
 
Slika 12: Mehanizem pripenjanja bakterije na tarčno celico [povzeto po 22]. 
1.3.3 UPORABA ANTAGONISTOV ADHEZIJE ZA PREPREČITEV 
OKUŽB URINARNEGA TRAKTA 
Študije kažejo, da je že 20–50 % sevov uropatogenih E.coli odpornih na najznačilnejše 
antibiotike okužb urinarnega trakta, zato je na področju bakterijskih okužb potrebno 
posegati po alternativnih načinih zdravljenja [23]. 
Učinkovit način preprečevanja bakterijskih okužb predstavlja antiadhezivna terapija. 
Patogeni organizmi imajo na svoji površini adhezine oziroma lektine, ki omogočajo 
oprijemanje na celice gostitelja, natančneje na njene glikoproteinske receptorje. Če se 
patogen organizem želi izogniti obrambnemu mehanizmu gostitelja, mora biti vezava na 
tarčne celice hitra in učinkovita. Tako imenovana adhezija patogena na celice gostitelja 
predstavlja enega prvih korakov pri povzročitvi okužbe.  
Okužba se vzpostavi med bakterijskimi lektinskimi proteini ter njim komplementarnimi 
glikani na površini gostiteljeve celice. Virulentne lektine lahko blokiramo z ogljikovimi 
hidrati ali z uporabo glikomimetikov, spojin, ki oponašajo naravno prisotne ogljikove 
hidrate. Na ta način preprečimo adhezijo bakterij in posledično nastanek okužbe. 
Predstavljeni način zdravljenja imenujemo antiadhezivna terapija [23].  
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1.3.4 PREDNOSTI ANTIADHEZIVNE TERAPIJE  
Antiadhezivna terapija ne povečuje bakterijske rezistence, saj pri inhibiciji vezave 
bakterije na tarčno celico bakterije preživijo. Odvzamemo jim sposobnost vdiranja v 
celico in posledično njeno okužbo. Ker ni selekcijskega pritiska, do rezistence ne pride. 
Mutacija bakterij lahko povzroči rezistenco na zdravljenje z antibiotiki. Ker pri 
zdravljenju z antibiotiki hkrati uničimo nanj občutljive bakterije, mutirane bakterije 
pridobijo na prostoru, kjer imajo možnost razmnoževanja in spodbujanja hitrejšega 
razvoja odpornega seva.  
Prednost antiadhezive terapije je tudi možnost oblikovanja spojin, ki specifično ciljajo le 
na patogene bakterije. Zaradi spremembe v genetskem zapisu adhezijskega lektina FimH 
se spremeni komenzalni sev E.coli (sev normalne zdrave človeške mikrobiote, ki 
načeloma ne povzroča bolezenskih stanj, saj nima prisotnih zapisov za virulentne 
dejavnike) v uropatogenega. Uropatogeni sev ima veliko afiniteto do manozidnih enot na 
tarčni celici [22].  
V nasprotju z delovanjem antibiotikov, ki ob bakterijskem propadu pospešeno sproščajo 
bakterijske toksine, antiadhezivna terapija bakterij ne ubije in ne pride do povečanega 
sproščanja toksinov, ki bi imeli še dodaten vpliv na razvoj bolezni. Bolnik ostane 
izpostavljen nefunkcionalnim bakterijam (bakterijam, ki so nepoškodovane, preprečimo 
pa jim vezavo na celico), kar privede do hitrejšega razvoja protiteles za ponovno okužbo. 
Imunski sistem se tako okrepi in nas varuje pred ponovno okužbo in poskrbi za očistek 
bakterij, ki niso bile odstranjene mehansko. Pri uporabi antibiotikov se v prebavnem 
traktu poruši mikroflora, do česar z uporabo antiadhezivnih učinkovin ne pride.  
Pri antiadhezivni terapiji naletimo tudi na težave. Bakterije imajo na svoji površini 
različne tipe adhezinov, osredotočenost na inhibicijo le enega izmed njih ni dovolj. To 
dejstvo potrjuje visok odstotek neuspelih kliničnih preizkušenj. Pomembno je 
vzdrževanje zadostne koncentracije antiadhezivnih učinkovin na mestu okužbe, kar 
dodatno prispeva k neučinkovitosti in vivo. Za uspešnost pri zdravljenju bakterijskih 
okužb bo najverjetneje potrebno uporabiti mešanico učinkovin, ki so specifične za 
različne adhezine, ali pa razviti spojino, ki bi se lahko vezala na raznovrstne adhezine 
[24].  
1.3.5 LEKTINI KOT TARČE ANTIADHEZIVNIH SPOJIN  
Lektini so celični proteini neimunskega izvora, ki so sposobni prepoznati specifične 
mono- ali oligosaharide v glikoproteinih. Prisotni so pri vseh živih organizmih, kjer je 
njihova funkcija zelo raznolika. Lektini naj bi rastline ščitili pred patogeni (paraziti in 
glivami), medtem ko imajo živalski lektini vlogo pri transportu in odstranjevanju 
glikoproteinov ter pri oploditvi sesalcev.  
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Poznamo več tipov lektinov, med katerimi lektini tipa C vsebujejo eno ali več vezavnih 
mest za ogljikove hidrate, domeno CRD. Domene so specifične za določene ogljikove 
hidrate, s čimer lektini ločijo med lastnimi in tujimi ogljikovimi hidrati, kar ima vlogo pri 
odstranjevanju patogenih organizmov iz telesa [25]. Za večino lektinov tipa C je značilna 
specifična interakcija z glikani, ki vsebujejo manozo. Bakterije uporabljajo lektine za 
prepoznavo in adhezijo na glikane, ki so prisotni na površini gostiteljske celice. Adhezijo 
bakterij in posledično zagon okužbe lahko preprečimo z uporabo glikomimetikov, 
specifičnih spojin, ki so strukturno podobni ogljikovim hidratom, vezanim na površini 
gostiteljskih celic [22]. 
Mnogi lektini v bakterijah so virulentni faktorji, ki pripomorejo k patogenosti med 
procesom okužbe. Eden izmed glavnih virulentnih faktorjev uropatogene E.coli je lektin 
FimH. Mutanti, ki nimajo lektinskih receptorjev v gostiteljski celici, ne morejo povzročiti 
okužbe.  
1.3.6 LEKTIN FIMH IN NJEGOVA VLOGA PRI OKUŽBI Z UPEC 
Lektin FimH se nahaja na fimbrijah tipa 1 uropatogene E.coli. Fimbrije oz. pilusi so 1–2 
µm dolga ter 7 nm debela vlakna, prisotna na površini bakterijskih celic. Na površini 
E.coli najdemo med 100 in 400 fimbrij tipa 1, specifičnih za manozo. Imajo izgled toge 
vijačne palice, sestavljene iz številnih podenot imunoglobulina FimA. Več kot 1000 le-
teh je polimeriziranih v heliksno strukturo, ki se preko vlaken povezuje s konico pilija, 
sestavljenega iz podenot FimF, FimG in se zaključi z dvodomenskim FimH, prikazano 
na sliki 13. Podenota FimH, kot edina, vsebuje vezavna mesta za ogljikove hidrate, in je 
posledično odgovorna za vezavo sladkorjev na fimbrijo. FimC je periplazmatski protein, 
ki usmerja sestavljanje fimbrij tipa 1, pri čemer mu pomaga protein FimD v zunanji 
membrani [26].  
 
Slika 13: Struktura fimbrije tipa 1 uropatogene E.coli. Sestavljena je iz podenot FimD, 
FimC, več kot 1000 podenot FimA, ki se nato nataljuje v FimF, FimG in zaključi z 
dvodomenskim FimH [povzeto po 27]. 
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S pomočjo fimbrij tipa 1 se E.coli sidra na urotelno površino. Primarna receptorja za 
adhezijo s fimbrijo sta uroplakin 1a in 1b, dva glavna glikoproteina na urotelnih celicah, 
bogata z manozo. Uroplakin prekriva več kot 90 % površine površinskih celic. Te tvorijo 
zgornjo plast epitelija sečnega mehurja. Možnost interakcij je zelo velika saj je vezava na 
gostiteljsko celico omogočena s 100-200 fimbrijami, kar ima pomembno vlogo v 
kolonizaciji celic v mehurju. Celice mehurja se uropatogene E.coli lahko znebijo z 
eksocitozo, ki jo sprožijo receptorji TLR-4 (ang. toll-like receptor 4), tolični receptorji 4.  
Uropatogena E.coli lahko pobegne v citoplazmo, kjer pride do tvorbe IBC (ang. internal 
bacterial complex), znotrajceličnega kompleksa bakterij in njihove namnožitve. Skozi 
sečevod lahko bakterije prilezejo tudi do ledvic kjer kolonizirajo gostiteljske celice. 
Znotraj takšnih skupnosti so bakterije skrite pred imunsko obrambo gostitelja in 
protimikrobnim učinkovinam. Bakterije v tako imenovanem mirovanju, predstavljajo 
nevarnost ponovne povzročitve okužbe tudi po že zaključenem zdravljenju. Vdor 
uropatogene E.coli in preprečitev adhezije na gostiteljsko celico bi lahko preprečili z 
blokiranjem vezavnega mesta FimH z uporabo antiadhezivnih spojin [28].  
1.3.7 ZGRADBA PROTEINA FIMH IN MEHANIZEM VEZAVE 
Lektin FimH je sestavljen iz dveh β domen, ki sta povezani s kratko verigo 
aminokislinskih ostankov 157-159. Skupno je lektin sestavljen iz 279 aminokislin. 
Domeno, ki jo sestavljajo aminokisline 1-156, imenujemo N-terminalna adhezivna 
lektinska domena (FimHL). Domena ima na koncu vezavno mesto za manozo, CRD-
domeno. Aminokisline 160-279 pa sestavljajo C-terminalno pilijsko lektinsko domeno 
(FimHP), ki povezuje adhezin z ostalim delom pilija, nameščen v konici fimbrije. Enota 
FimG na katero je povezan FimHP, skrbi za pravilno zvitje lektina FimH [26, 29]. 
Za protein FimH sta značilna 2 mehanizma njegovega delovanja, odvisno od pogojev v 
katerih se bakterija nahaja. Za konformacijo proteina FimH so odločilne interakcije med 
FimHL in FimHP.          
Mehanizem v odsotnosti pretoka urina, kadar se bakterija navaja na okolico in je značilen 
za srednje veliko afiniteto imenujemo ''slip-bond'' mehanizem. Domeni lektina FimH sta 
ob odsotnosti toka urina med seboj povezani, manozni žep oz. vezavno mesto je tedaj 
slabo strukturirano, kar se izraža v njegovi nizki afiniteti do manoze. Stanje z nizko in 
srednjo afiniteto sta v dinamičnem ravnovesju. Lektin FimH zavzame konformacijsko 
stanje s srednjo afiniteto pri vezavi z ligandom, saj se tvori globok vezavni žep. Zaradi 
kratkoročnih interakcij bakterija lahko le raziskuje svojo okolico. 
Obrambni mehanizem oziroma ''catch-bond'' mehanizem je značilen pri povečanemu 
mehanskemu stresu, najpogosteje uriniranju. Tedaj se domeni lektina FimH ločita. Pride 
do konformacijskih sprememb med lektinoma FimHL in FimHP, spremembe se z 
dinamično alosterijo iz meddomenskega območja razširijo do vezavnega mesta, ta 
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posledično zavzame konformacijo z visoko afiniteto. Tedaj so interakcije med ligandom 
in manoznim žepom, ki je jasno strukturiran, močnejše. Opisani mehanizem omogoča 
bakteriji močnejše oprijemanje na manozilirane enote uroplakina 1a, kar bakteriji 
omogoča, da se s pomočjo fimbrij zoperstavi odstranitvi s tokom urina ter kolonizira nove 
površine [30, 31].  
1.3.8 VEZAVNO MESTO LEKTINA FIMH 
Vezavno mesto lektina FimH se nahaja na N-terminalni adhezivni lektinski domeni, 
(FimHL), ki ima na konici domeno CRD. Poznavanje strukture in načina vezave v 
vezavno mesto, nam omogoča iznajdbo antagonistov, ki bi se z visoko afiniteto lahko 
vezali vanj. Najboljše prileganje v CRD-domeno imajo N-glikozidni glikoproteini. V 
globok, negativno nabit in polaren vezavni žep na domeni se z vodikovimi vezmi veže 
manoza. Značilnost manoze je aksialna lega OH skupine na mestu 2, medtem ko je pri 
glukozi lega OH skupine ekvatorialna. Ekvatorialna lega onemogoča vzpostavitev 
ugodnih vodikovih vezi, kar pomeni izgubo afinitete glukoze do vezavnega mesta. Do 
izgube afinitete bi prišlo tudi pri zamenjavi D-manoze z njenim L-izomerom. 
Manoza se lahko nahaja v α ali β obliki, v kristalni strukturi FimHL se nahaja le α anomer. 
β-D manozidi zaradi steričnih ovir ne uspejo doseči vezavnega mesta. Vse hidroksilne 
skupine α-D-manoze, razen anomerne, tvorijo gosto mrežo ugodnih vodikovih vezi z 
aminokislinskimi ostanki (slika 14). Hidroksilne skupine delujejo s Phe1, Asp47, Asp54, 
Gln133, Asn135 in Asp140. Zamenjava manoznih OH skupin na mestih 2, 3, 4 in 6 se je 
izkazalo kot slabost, saj se je afiniteta do vezavnega mesta bistveno znižala. Ker 
anomerna OH skupina manoze ne prispeva k interakciji z vezavnim mestom, jo lahko 
izkoriščamo za pripenjanje aglikonskega dela antagonistov ter tako izboljšamo afiniteto 
vezave. To je tudi mesto največje izpostavljenosti topilu.  
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Slika 14: Prikaz ugodnih interakcij α-D-manoze v vezavnem mestu. Sliki pridobljeni s 
programom Schrödinger Suite 2018.  
 
Notranji del vezavnega mesta je hidrofilen, sestavljajo ga aminokisline s hidrofilnimi 
stranskimi verigami (slika 15). To so aminokisline: Asn46, Asp47, Asp54, Gln133, 
Asn135, Asp140. Zunanjost vezavnega mesta oziroma vhod vanj, sestavlja hidrofobno 
področje, kjer se dobro prilegajo aromatski deli antagonistov. Najpomembnejši 
hidrofobni stranski verigi sta Tyr48 in Tyr137, ki tvorita tako imenovana tirozinska vrata. 
To je zelo fleksibilna regija v vezavnem mestu. Med alkilno verigo α-D-manopiranozidov 
in aminokislinskimi ostanki v tirozinskih vratih pride do hidrofobnih interakcij in 
vzpostavitve Van der Waalsovih vezi, kar privede do željenih sprememb v entropiji 
vezave. Zmanjšanje konformacijske svobode alkilnih in arilnih ligandov in posledično 
izgubo entropije (zaradi izgube rotacijskih in translacijskih prostostnih stopenj), 
kompenzirajo tirozinska vrata z dodatnimi hidrofobnimi interakcijami. Med lipofilnimi 
skupinami aromatskih α-D-manopiranozidov in aromatskimi aminokislinami (Phe, Trp 
in Tyr) se tvorijo π-π interakcije, kar pripomore k še višji afiniteti ligandov v lektinski 
receptor [32, 33, 34].  
Poznamo tri konformacije tirozinskih vrat. Ta so lahko v odprti (slika 16), pol-odprti 
(slika 17) in zaprti (slika 18) konformaciji. V nalogi sem proučevala vezavo antagonistov 
v vseh treh orientacijah tirozinskih vrat. Različne konformacije so posledica prilagajanja 
tipu vezanega liganda, pri čemer ima glavno vlogo aminokislinski ostanek Tyr48, ki z 
različnimi položaji stranske verige vpliva na afiniteto in specifičnost vezave. Za uspešno 
vezavo v tirozinska vrata je pomembno prilagajanje samega antagonista in predvsem 
velikost vezanega aglikona petega na α-D-manozi. Kadar je ta prevelik, se interakcije 
vzpostavijo že v periferiji vezavnega mesta in vezava v vezavno mesto v takšnem primeru 
ni uspešna [33]. 
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Slika 15: Prikaz antagonista ZINC72106157 v vezavnem mestu. Poleg ugodnih 
interakcij, ki jih tvori α-D-manoza, pripomore k tvorbi dodatnih interakcij aglikonski del, 
na anomernem centru manoze. Med te spada tudi π-π interakcija s tirozinskimi vrati 
(Tyr48 na primeru zgoraj). Slika pridobljena s programom Schrödinger Suite 2018. 
 
 
Slika 16: A: Tirozinska vrata obarvana rdeče v odprti konformaciji 4AV5 z ligandom 
UL-AAG-14. B: Kompleks vezavnega mesta 4AV5. C: Ugodne interakcije liganda v 
vezavnem mestu. Slika pridobljena s programom Schrödinger Suite 2018. 
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Slika 17: A: Tirozinska vrata obarvana rdeče v pol-odprti konformaciji 4AUY z ligandom 
UL-AAG-14. B: Kompleks vezavnega mesta 4AUY. C: Ugodne interakcije liganda v 
vezavnem mestu. Slika pridobljena s programom Schrödinger Suite 2018. 
 
 
Slika 18: A: Tirozinska vrata obarvana rdeče v zaprti konformaciji 3MCY z ligandom 
UL-AAG-14. B: Kompleks vezavnega mesta 3MCY. C: Ugodne interakcije liganda v 
vezavnem mestu. Slika pridobljena s programom Schrödinger Suite 2018. 
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2 NAMEN IN METODE DELA 
Nove alternative zdravljenja odkrivajo molekule kot antagoniste lektina FimH. Strategija 
uporabe adhezivnih analogov za preprečevanje okužb UPEC temelji na predpostavki, da 
se posamezna molekula antagonista veže na receptor FimH s čimer kompetitivno blokira 
adhezijo bakterij na urotelijsko celico. Tekom magistrske naloge, bomo proučevali 
različne potencialne antagoniste receptorja FimH uropatogene E.coli z metodo 
molekulskega sidranja.  
2.1 MOLEKULSKO SIDRANJE 
 
Teoretične napovedi vezave različnih antagonistov sem proučevala z molekulskim 
sidranjem (slika 19). Molekulsko sidranje (ang. docking) je metoda, pri kateri lahko z 
računalniškimi stimulacijami napovemo položaj, konformacijo ali orientacijo liganda v 
vezavnem mestu tarčnega proteina. Običajno gre za sidranje manjših molekul-ligandov v 
izbrano aktivno mesto tarče biološke makromolekule in posledično tvorbe stabilnega 
kompleksa. Opisana metoda nam pomaga pri iskanju in optimizaciji spojin, ki bi bile 
potencialno uporabne kot spojine vodnice pri razvoju zdravilnih učinkovin. Iskanje v bazi 
več milijonov ligandov nam omogoča skrčen nabor nekaj potencialnih ligandov, ki bi 
ustrezali vsem kriterijem nadaljnjih raziskav.  
 
 
Slika 19: Shematski prikaz molekulskega sidranja. Metodo si najlažje predstavljamo z 
modelom ključa in ključavnice. Iščemo optimalno lego liganda znotraj aktivnega 
receptorskega mesta tarčnega proteina.  
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Proces molekulskega sidranja lahko razdelimo na dva dela.  
Prvi del je sidranje liganda. Najboljše rezultate bi dobili ob upoštevanju fleksibilnosti 
tako tarče kot tudi liganda. Računalniško in časovno je to zelo zahteven proces, zato v 
večina primerih upoštevamo samo fleksibilnost liganda. Ta pristop sidranja imenujemo 
semi-fleksibilno sidranje. Pri takšnem sidranju makromolekulo obravnavamo statično. Z 
nekaterimi programi se lahko napakam izognemo z upoštevanjem fleksibilnosti stranskih 
verig ali pa dela vezavnega mesta. Če je receptor mirujoč objekt, lego liganda določa šest 
koordinat. Te predstavljajo translacijo in rotacijo liganda v prostoru. Kadar ima ligand 
enojne vrtljive vezi, je potrebno upoštevati tudi notranje prostostne stopnje, ki so 
posledica rotacije okoli enojnih vezi [35].  
Pred samim molekulskim sidranjem je zato pomembno dobro poznavanje programa. 
Poznati moramo tudi eksperimentalne podatke kot je npr. kristalna struktura kompleksa, 
s katerimi lahko potrdimo uspešnost molekulskega sidranja in zanesljivost pridobljenih 
podatkov. Programi večinoma uspešno posnamejo eksperimentalno določene vezavne 
vrednosti ligandov, hkrati pa so molekulske napovedi afinitet vezave s cenilnimi 
funkcijami še vedno premalo natančne, da bi lahko vzpostavili avtomatiziran sistem.  
Drugi del je ocena vezavne energije med ligandom in proteinom s pomočjo cenilne 
funkcije (ang. Scoring function). Cenilne funkcije poskušajo določiti približek proste 
vezavne energije v kompleksu, kot vsoto van der Waalsovih in elektrostatskih členov. 
Metod za pridobitev cenilnih funkcij so raznolike, v nalogi je bila uporabljega metoda 
Glide. Glide uporablja točkovno funkcijo Emodel in GlideScore. Gre za kombinacijo 
ocenjevanja energije protein-ligand z manjšim prispevkom GlideScora, ki ločuje aktivne 
spojine od neaktivnih, torej spojine z mono afiniteto do vezave in spojine brez vezavne 
sposobnosti na receptorsko mesto. Ena izmed najpomembnejših dejavnikov vezave so 
vodikove vezi med ligandom in proteinom znotraj hidrofobnega prostora [36].  
 
2.2 IZBIRA IN PRIPRAVA MODELOV 
 
V prvi stopnji sem izbrala tarčo molekulskega sidranja, vezavno mesto lektina FimH. 
Njegova domena CRD z dobro afiniteto do D-manoze me je usmerila v izbor ligandov. 
Pripravila sem manjše molekule kot antagoniste lektina FimH z D-manoznim jedrom. 
Nato je sledilo molekulsko sidranje in tvorba stabilnih kompleksov, med katerimi sem 
primerjala pridobljene interakcijske vrednosti vezave. Proces dela je prikazan na sliki 20.  
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Slika 20: Potek molekulskega sidranja antagonistov v vezavno mesto proteina FimH. 
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2.2.1 PRIPRAVA MODELA PROTEINA FIMH ZA SIDRANJE 
V programu Schrödinger Suite 2018 sem s skripto Protein Preparation Wizard pripravila 
proteinska vezavna mesta. Postopek priprave modela proteina je večstopenjski. Najprej 
sem strukturo uvozila v program iz podatkovne zbirke proteinskih struktur - PDB (ang. 
Protein Data Bank) [37]. Struktura se je pojavila v grafičnem vmesniku Maestro. Uvozu 
strukture je sledila predobdelava (Preprocess), ki je pomembna faza pri pripravi 
vezavnega mesta. V tej stopnji program avtomatsko doda vodike, zazna ligand, določi 
rede vezi in izračuna v katerih protonacijskih stanjih se lahko nahaja ligand. Program nas 
opozori na napake v strukturi, kot so naprimer manjkajoči vodiki, manjkajoči deli 
proteina, prekrivajoči se atomi in napačno število vezi. Če ni nobenih opozoril 
nadaljujemo z naslednjo stopnjo priprave proteina, v obratnem primeru skušamo napake 
odpraviti in se vrnemo na stopnjo predoptimizacije. V naslednji stopnji pregledamo 
strukturo. V grafičnem vmesniku te stopnje lahko določimo katere dele proteinske 
strukture bomo obdržali in kaj bomo zbrisali. Običajno obdržimo en ligand in eno 
makromolekulo (proteinsko verigo), ostalo zbrišemo. V naslednji stopnji program 
avtomatsko analizira okolico liganda in določi protonacijska stanja aminokislinskih 
ostankov v okolici. Nazadnje strukturo še minimiziramo. Izhodno strukturo uporabimo 
za generacijo interakcijskega polja s programom Receptor Grid Generation. Tu 
interaktivno določimo območje na proteinu kamor želimo sidrati ligand.  
Pri iskanju 3D strukture tarče oz. vezavnega mesta sem se osredotočila na tri 
kristalografske strukture in sicer kristalno strukturo 4AV5 (slika 21), 4AUY (slika 23) in 
3MCY (slika 25). Le ta imajo različno konformacijo tirozinskih vrat, lahko so odprta 
(4AV5), pol-odprta (4AUY) ali zaprta (3MCY), odvisno od orientacije aminokislinskih 
ostankov Tyr48 in Tyr137. Na slikah 22, 24 ter 26 so prikazani primarno vsidran ligandi 
v dotična vezavna mesta. 
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4AV5-odprta konformacija: Kristalografska struktura 4AV5 ima v vezavnem mestu 
propinil bifenil α-D-manozid. 
 
Slika 21: Kristalografska struktura kompleksa lektinske domene 4AV5 (levo) in prikaz 
prileganja liganda v odprto konformacijo tirozinskih vrat, ki jih tvorita aminokislini Tyr 
48 in Tyr 137(desno). 
 
 
Slika 22: Propinil bifenil α-D-manozid, vezan v vezavno mesto proteina 4AV5. 
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4AUY-pol-odprta konformacija: Kristalografska struktura 4AUY ima v vezavnem 
mestu hidroksi propil fenil α-D-manozid. 
 
Slika 23: Kristalografska struktura kompleksa lektinske domene 4AUY (levo) in prikaz 
prileganja liganda v pol-odprto konformacijo tirozinskih vrat, ki jih tvorita aminokislini 
Tyr 48 in Tyr 137(desno). 
 
 
 
Slika 24: Hidroksi propil fenil α-D-manozid, vezan v vezavno mesto proteina 4AUY. 
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Slika 25GRGRGGHRHRTTHHT 
3MCY-zaprta konformacija: Struktura 3MCY ima v vezavnem mestu bifenilni 
manozid, ki ima na meta poziciji metilni ester. 
 
Slika 25: Kristalografska struktura kompleksa lektinske domene 3MCY (levo) in prikaz 
prileganja liganda v zaprto konformacijo tirozinskih vrat, ki jih tvorita aminokislini TyrR 
48 in Tyr 137(desno). 
 
 
 
Slika 26: Bifenilni manozid meta metil ester, vezan v vezavno mesto proteina 3MCY. 
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2.2.2 ANTAGONISTI PROTEINA FimH 
V magistrskem delu sem sistematično proučevala morebitne antagoniste lektina FimH. 
Zanimalo me je predvsem, kako antagonisti interagirajo z aminokislinskimi ostanki 
tarčnega proteina. Vsi proučevani antagonisti vsebujejo D-manozno ogrodje, na katero so 
vezani različni aglikoni (slika 27). Antagoniste sem izrisala in pretvorila v 3D-obliko s 
programom MarvinSketch [38]. Strukture vseh proučevanih 70 antagonistov so zbrane v 
prilogah. 
 
Slika 27: Na anomerni center α-D-manoze pripet aglikonski del (zeleno), katerega 
funkcija je izboljšava vezave v vezavnem mestu. Prikaz antagonista ZINC72106157. 
Prvi razviti antagonisti so imeli v svoji strukturi O-glikozidno vez na anomernem ogljiku, 
ti antagonisti so metabolno nestabilni, saj omenjeno vez cepijo manozidaze [39]. V delu 
sem proučevala tudi metabolno bolj stabilne antagoniste z N-glikozidno vezjo [40]. Na 
splošno so antagonisti FimH zgrajeni iz manoznega skeleta, na katerega so preko O-
glikozidne ter N-glikozidne vezi pripete različne komponente (aglikoni). Vsak posamezni 
del aglikona predstavlja svojo funkcijo v vezavnem mestu (slika 28). 
 
Slika 28: Predvidene interakcije proučevanih antagonistov v vezavnem mestu FimH. Na 
sliki prikazan antagonist ZINC72106157.  
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Ključen fragment za vezavo na FimH je D-manoza, ki v vezavnem mestu ustvari ugodno 
mrežo vodikovih vezi. Ključen element uspešnega antagonista je tudi aromatski sistem, 
ki interagira s tirozinoma v tirozinskih vratih (Tyr48 in Tyr137), tu se vzpostavijo π-π 
interakcije. Opazovala sem tudi možnost vsidranja večjih antagonistov, kot so bifenilni 
antagonisti z dodatnimi substituenti v vezavno mesto. Zanimalo me je tudi, kakšen naj bo 
fragment na poziciji para fenilnega obroča (glej sliko 28), da bo interagiral z Arg98 
proteina FimH. Proučevala sem tudi vpliv vezave različnih substituentov (halogenih 
elementov, kot sta Cl in F) na različnih pozicijah aromatskega obroča, vezanega na 
anomerni center α-D-manoze. 
Pri nekaterih antagonistih je bil dodatno pripet še karboksilat preko alkilnih verig 
različnih dolžin (metilna, etilna in propilna veriga), tako imenovanih distančnikih. 
Proučevala sem fleksibilnost molekule in ugotavljala optimalno dolžino verige za 
interakcijo antagonista z aminokislinskim ostankom Arg98, natančneje z njegovim 
gvanidinskim delom (slika 29). 
 
Slika 29: Prikaz aminokisline arginin (A) in gvanidinskega dela arginina (B), 
pomembnega za ugodno interakcijo s karboksilno skupino.  
Poleg vseh dejavnikov, ki vplivajo na ugodnost vezave antagonista v vezavno mesto, je 
pomembna tudi njihova biološka uporabnost. Antagonisti morajo biti metabolno stabilni, 
biološko razpoložljivi ter se morajo hitro eliminirati iz urinarnega trakta v lumen 
ledvičnih tubulov (ledvičnih cevk), kjer delujejo. Ligandi morajo biti tudi dovolj lipofilni, 
da dosežejo ustrezno absorpcijo iz prebavnega trakta. Poleg tega mora biti dosežena 
ustrezna topnost antagonista. Ta je boljša pri kislinah kot estrih. Slednji so lahko uporabni 
kot predzdravila in predvidevamo, da je afiniteta le-teh do receptorja slabša [40]. 
Predzdravila so zgrajena iz lektina, ki je namenjen ciljanju specifičnih sladkorjev, 
učinkovine, ki predstavlja aktivni del in vmesnega povezovalnega distančnika. Uporaba 
predzdravil predstavlja možnost ciljane dostave učinkovin v tarčne celice in tkiva z 
uporabo lektinov [41]. Antagoniste, ki sem jih proučevala, lahko v grobem razdelimo v 
tri skupine glede na njihovo strukturo (tabela 2).  
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Tabela 2: Razvrstitev antagonistov glede na njihovo strukturo. 
NEAROMATSKI 
  
AROMATSKI  
α-O-manozid substituiran α-O-manozid 
  
TRIAZOLNI 
α-O-manozid α-N-manozid α-C-manozid 
   
BIARILNI 
α-O-manozid substituiran α-O-manozid 
  
α-O-manozid z vmesno peptidno vezjo 
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3 REZULTATI IN RAZPRAVA  
V nalogi sem proučevala antagoniste lektina FimH. Protein FimH je virulenten faktor 
okužb urinarnega trakta. Vsi modeli antagonistov so zbrani v prilogah na koncu naloge.  
Pripravljene ligande sem sidrala v tri konformacije lektina FimH, to so odprta 
konformacija 4AV5, pol-odprta konformacija 4AUY in zaprta konformacija 3MCY, s 
programom Glide, ki je del progamskega paketa Schrödinger Suite 2018. Program Glide 
omogoča vezavo liganda v receptorsko mesto predhodno pripravljenega proteina. 
Simulacijo sem izvajala v nastavitvah z visoko natančnostjo, Glide XP (Extra precision), 
ter s fleksibilnim sidranem ligandov v vezavno mesto. S programom Schrödinger Suite 
2018 (Interactive Molecular Properties) sem izračunala tudi vrednosti AlogP, v 
nadaljevanju označene z logP. Metoda AlogP (atomic logP) je ena izmed najpogosteje 
uporabljenih metod za oceno parametra logP in ima večjo natančnost prav za molekule z 
večjo molsko maso (> 45 atomov), kamor sodijo proučevani antagonisti lektina FimH 
[42]. LogP je eden izmed parametrov, ki pomagajo pri odkrivanju in izbiri zdravil, saj 
opredeljuje molekularno hidrofobnost. Količinsko je slednja opredeljena kot logaritem 
porazdelitvenega koeficienta koncentracije učinkovine v oktanolni fazi / koncentracije 
učinkovine v vodni fazi (glej enačbo I):  
𝑙𝑜𝑔𝑃 = log⁡(
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒⁡𝑢č𝑖𝑛𝑘𝑜𝑣𝑖𝑛𝑒⁡𝑣⁡𝑜𝑘𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙𝑛𝑖⁡𝑓𝑎𝑧𝑖
𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑗𝑒⁡𝑢č𝑖𝑛𝑘𝑜𝑣𝑖𝑛𝑒⁡𝑣⁡𝑣𝑜𝑑𝑛𝑖⁡𝑓𝑎𝑧𝑖
)   (I) 
Parameter logP je pomembno orodje za in silico napovedovanje pri odkrivanju zdravil, 
saj nam pove molekularno hidrofobnost ali hidrofilnost spojine [43]. Lipofilnost je glavni 
odločilni dejavnik pri absorpciji, porazdelitvi zdravila v telesu in njegovem prodiranju 
skozi vitalne membrane, biološke ovire, pri presnovi in izločanju. Glede na vrednosti 
lahko spojine razvrstimo v tri kategorije: hidrofilne spojine (logP < 0), zmerno lipofilne 
spojine (0 < logP < 1) in lipofilne spojine (logP > 1). Idealna vrednost logP za zdravila, 
ki imajo tarčno mesto centralni živčni sistem je okoli 2, za oralno in črevesno absorpcijo 
navajajo idealno vrednost parametra 1,35–1,8, za podjezično absorpcijo pa vrednost logP 
> 5 [43].  
V tabelah spodaj (tabela 3–5) so v stolpcu 6 poleg rezultatov sidranja in logP vrednosti 
zbrani tudi eksperimentalni podatki o inhibicijskih zmožnostih antagonistov zoper lektina 
FimH, vrednosti IC50. IC50 je in vitro začetna točka pri določanju potencialne 
učinkovitosti razvojnega zdravila [44]. Začetni pristop k oblikovanju in razvoju zdravil 
se prične z več komponentami, ki bi se lahko pokazale kot farmakoforji, to so značilnosti 
zdravila, ki povzročijo vezavo, aktivacijo ali blokado. IC50 je koncentracija učinkovine, 
pri kateri je zavirano 50 % delovanja receptorskega mesta, kar pomeni, da nižji kot je 
IC50, manj učinkovine potrebujemo za želeni učinek zaviranja receptorskega mesta. 
Posledično je verjetnost, da bo učinkovina imela dodaten zunanji neželeni učinek manjši.   
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Za študije receptorjev se najpogosteje uporabljajo tekmovalni testi, kot je na primer za 
začetno karakterizacijo uporabljen test celične konkurenčne vezave brez celic (ang. cell-
free competitive binding assay), katerih podatki so navedeni v nalogi. Kasneje se izvajajo 
tudi celični agregacijski testi. Oba omenjena testa sta namenjena tekmovanju 
antagonistov vezati se na receptorska mesta, pri čemer je razlika, da v testu agregacije 
antagonisti tekmujejo z močnejšimi verigami polisaharidov na površini eritrocitov [39].  
Nabor rezultatov sidranja, logP in IC50 sem združila in jih prikazala v tabelah 3–5. 
Tabela 3: Izračuni cenilnih funkcij (Glide XP) vseh proučevanih ligandov v posamezno 
vezavno mesto ter vrednosti logP, pridobljene s programom Schrödinger Suite 2018. 
Vrednosti aIC50 so bile določene s preizkusom konkurenčnega testa vezave brez celic, 
povzeto po [45], kjer NA pomeni 'ni aktivno pod 1µM koncentracijo'. 
ligand 
Cenilna funkcija Glide XP [kcal/mol] 
logP 
aIC50 
[nM] 3AV5 - 
odprta 
4AUY – 
pol-odprta 
3MCY - 
zaprta 
β-MANOZA –8,32 –8,42 –8,51 –2,51 - 
α-MANOZA –8,14 –8,32 –8,52 –2,51 - 
4AV5_LIGAND –8,53 –9,27 –9,54 1,59 - 
4AUY_LIGAND –8,35 –9,27 –9,54 –0,36 - 
3MCY_LIGAND –8,48 –8,98 –9,38 1,03 - 
UL-TSZ-19 –8,33 –8,54 –8,42 1,19 450,0 
UL-TSV-15 –8,31 –8,67 –8,50 1,16 NA 
UL-TSZ-15 –8,50 –8,63 –9,03 3,00 58,0 
UL-TSZ-20 –8,44 –9,25 –8,66 2,97 593,0 
UL-TSV-06R –8,30 –8,41 –8,45 1,19 144,0 
UL-TSV-06S –8,44 –8,38 –8,67 1,19 144,0 
UL-TTD-09R –8,18 –8,54 –8,63 1,16 208,0 
UL-TTD-09S –8,18 –8,54 –8,63 1,16 208,0 
UL-TSV-07R –8,36 –8,47 –8,95 0,98 105,0 
UL-TSV-07S –8,50 –8,60 –8,64 0,98 105,0 
UL-AKM-6 –9,05 –8,94 –8,52 –0,36 472,0 
UL-AAG-14 –9,25 –8,73 –9,51 –0,40 536,0 
UL-AAG-13 –9,72 –9,54 –9,38 1,45 763,0 
UL-AAG-21 –9,03 –9,40 –9,20 –0,50 NA 
UL-AAG-11 –8,84 –8,58 –9,65 –0,60 978,0 
UL-AAG-22 –8,63 –8,74 –9,20 –2,62 607,0 
UL-AAG-23 –8,64 –9,09 –8,41 –0,29 NA 
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Tabela 4: Izračuni cenilnih funkcij (Glide XP) vseh proučevanih ligandov v posamezno 
vezavno mesto ter vrednosti logP, pridobljene s programom Schrödinger Suite 2018. 
Vrednosti bIC50 so bile določene s preizkusom konkurenčnega testa vezave brez celic, 
povzeto po [39], kjer NA pomeni 'ni aktivno pod 1µM koncentracijo'. 
ligand 
Cenilna funkcija Glide XP [kcal/mol] 
logP 
bIC50  
[nM] 3AV5 - 
odprta 
4AUY -  
pol-odprta 
3MCY - 
zaprta 
ZINC-4096022 –7,73 –7,48 –7,64 –0,16 150,0 
ZINC-4831392 –5,47 –6,26 –6,25 –0,52 364,0 
ZINC-14651641 –8,48 –8,70 –8,65 –0,20 210,0 
ZINC-72110136 –8,48 –8,84 –8,66 0,26 253,0 
ZINC-72105227 –8,37 –8,72 –9,42 0,10 17,1 
ZINC-72106156 –9,07 –9,20 –9,07 0,10 38,7 
ZINC-53313601 –6,50 –7,82 –7,58 1,03 10,4 
ZINC-53314006 –6,58 –7,92 –6,90 1,03 20,0 
ZINC-72104720 –8,82 –9,52 –8,53 0,77 29,2 
ZINC-72106157 –8,27 –8,74 –9,31 0,77 6,7 
ZINC-72106147 –8,30 –8,65 –9,30 0,77 27,6 
ZINC-72107867 –7,82 –8,66 –9,37 1,70 4,8 
ZINC-72108163 –8,55 –8,19 –8,59 1,72 11,8 
ZINC-72139633 –8,40 –8,91 –9,33 1,70 22,0 
ZINC-72108630 –8,34 –8,68 –8,75 1,43 23,9 
ZINC-72108075 –7,44 –8,74 –9,08 2,36 16,0 
ZINC-72108076 –7,41 –8,66 –8,84 2,36 15,3 
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Tabela 5: Izračuni cenilnih funkcij (Glide XP) vseh proučevanih ligandov v posamezno 
vezavno mesto ter vrednosti logP, pridobljene s programom Schrödinger Suite 2018. 
Vrednosti cIC50 so bile določene s preizkusom konkurenčnega testa vezave brez celic, 
povzeto po [4], kjer NA pomeni 'ni aktivno pod 1µM koncentracijo'. 
ligand 
Cenilna funkcija Glide XP [kcal/mol] 
logP 
cIC50  
[nM] 
3AV5 - 
odprta 
4AUY -  
pol-odprta 
3MCY - 
zaprta 
ZINC-4261920 –7,71 –7,92 –7,92 –2,10 1900,0 
ZINC-53295499 –4,52 –4,77 –5,40 0,59 65,6 
ZINC-73196473 –8,54 –8,38 –8,84 –0,72 667,0 
ZINC-73164034 –8,54 –8,66 –8,93 –0,74 452,0 
ZINC-73168024 –8,65 –8,42 –8,68 –0,74 511,0 
ZINC-73170116 –8,52 –8,4 –8,80 –0,75 161,0 
ZINC-73196470 –8,51 –8,09 –8,56 –1,80 207,0 
ZINC-73196471 –8,23 –8,57 –9,27 –1,80 296,0 
ZINC-73156030 –8,54 –8,59 –8,64 –0,52 778,0 
ZINC-73156033 –8,75 –8,66 –8,81 –0,52 348,0 
ZINC-73164036 –8,49 –8,57 –8,03 –0,84 397,0 
ZINC-73168019 –9,01 –8,62 –8,75 –1,48 420,0 
ZINC-73165356 –8,83 –8,61 –8,74 –1,88 70,0 
ZINC-73196472 –8,54 –8,74 –9,33 –2,95 169,0 
ZINC-73168022 –7,29 –7,44 –7,35 –0,34 135,0 
ZINC-73170117 –8,78 –8,69 –9,01 –0,49 229,0 
ZINC-73170119 –8,61 –8,68 –8,89 –0,28 196,0 
ZINC-73170118 –8,58 –8,51 –8,79 –0,59 112,0 
ZINC-73196769 –8,54 –8,76 –8,88 –1,63 153,0 
ZINC-28463724 –8,54 –7,98 –8,56 –0,38 250,0 
ZINC-73402673 –8,54 –8,60 –8,56 0,11 248,0 
ZINC-73170120 –8,64 –8,50 –8,55 0,29 331,0 
ZINC-73170130 –8,38 –8,51 –7,90 0,56 144,0 
ZINC-73156692 –8,62 –8,71 –9,17 –0,54 493,0 
ZINC-73170131 –8,50 –8,10 –8,48 –1,53 216,0 
ZINC-73170132 –8,74 –8,82 –9,03 –0,55 560,0 
ZINC-73195835 –8,96 –9,05 –9,02 –0,06 565,0 
ZINC-73161159 –8,81 –8,96 –9,05 0,12 639,0 
ZINC-73195836 –8,52 –8,61 –8,81 0,39 194,0 
ZINC-73195838 –8,48 –8,88 –8,85 –0,71 327,0 
ZINC-73195837 –7,99 –8,74 –8,82 –1,70 333,0 
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3.1 REZULTATI MOLEKULSKEGA SIDRANJA MANOZE IN 
NATIVNIH LIGANDOV S PROTEINOM FIMH 
 
Najprej me je zanimalo, kako manoza interagira s proteinskim receptorjem FimH. Protein 
FimH se glede na položaj dveh tirozinov (Tyr48 in Tyr137), ki tvorita tako imenovana 
tirozinska vrata, nahaja v odprti (4AV5), pol-odprti (4AUY) in zaprti (3MCY) 
konformaciji. V magistrskem delu obravnavam vse tri omenjene konformacije proteina 
FimH. Poleg same manoze sem v modele receptorja sidrala tudi nativne ligande, ki so 
prikazani spodaj.   
 
V vezavna mesta sem sidrala tako α- kot β-manozo. Teoretično ima nekoliko boljši 
rezultat vezave v vezavno mesto 3AV5 in 4AUY β-manoza, medtem ko sta rezultata v 
3MCY primerljiva. Ker pa β-D manozidi zaradi steričnih ovir ne uspejo doseči vezavnega 
mesta, vsi nadaljnji ligandi kot osnovo vsebujejo α-D-manozno jedro. Na sliki 30 so 
prikazani rezultati sidranja za manozo in nativne ligande v receptorska mesta proteina 
FimH v odprti (3AV5), pol-odprti (4AUY) in zaprti (3MCY) konformaciji. 
β-MANOZA α-MANOZA 
 
 
4AV5-LIGAND 4AUY-LIGAND 3MCY-LIGAND 
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Slika 30: Rezultati sidranja za manozo in nativne ligande v receptorsko mesto proteina 
FimH v odprti (3AV5), pol-odprti (4AUY) in zaprti (3MCY) konformaciji. 
Interakcijo α-manoze z receptorskim mestom FimH v zaprti konformaciji (model 3MCY) 
sem proučila tudi s programom SeeSAR verzije 8.1, ki  med drugim omogoča ceno 
prispevka posameznih atomov k celotni afiniteti. Zelena sfera, ki obkroža atom, pomeni 
ugoden, rdeča sfera pa neugoden prispevek. Na sliki 31 je razvidno, da je struktura 
manoze komplement receptorskemu mestu FimH, manoza tvori številne vodikove vezi z 
aminokislinskimi ostanki na receptorju.  
Program omogoča oceno proste vezavne energije s funkcijo Hyde. Ta temelji na 
prispevku ugodnih vodikovih vezi (Hydrogen bond) ter na neugodnih dehidratacijskih 
prispevkih (Dehydration energy) kompleksa protein-ligand [46]. Z vrednostjo Hyde in 
barvno vizualizacijo prispevkov posameznih komponent v strukturi tako napovemo 
ugodne in neugodne prispevke.  
37 
 
 
Slika 31: Prikaz vezave α-manoze v vezavno mesto 3MCY. 
Pomemben prispevek k vezavi ima tudi desolvatacija liganda in receptorja. Ti prispevki 
so lahko ugodni kot na primer pri atomu C10 na manozi. Atom C10 je nepolarni atom, ki 
ga obkrožajo nepolarni aminokislinski ostanki. Pri vezavi se omenjeni atom, kakor tudi 
aminokislinski ostanki, desolvatira (izgubi vodni plašč). Voda, ki je bila urejena ob 
nepolarnih površinah tako liganda kot receptorja preide v razsuto (bulk) vodo. Posledično 
voda zgubi urejenost, entropija pa se na račun tega učinka poveča, kar je za vezavo 
ugodno (glej enačbo II). Prosta entalpija, ∆G, je na ta račun še bolj negativna. Afiniteta 
vezave (Hyde) atoma C10 je –4,0 kJ/mol. Desolvatacija je lahko tudi neugodna, primer 
slednje vidimo pri atomu O11 – tu se polarni atom nahaja v polarni okolici, vendar je tu 
prispevek neugodne solvatacije nadomeščen z dvema vodikovima vezema, kar v končni 
fazi privede do ugodnega prispevka atoma k vezavi (zelena sfera, Hyde = –7,4 kJ/mol). 
Neugoden prispevek k vezavi imata atoma O6 in O7 (rdeča sfera, Hyde = 3,1 kJ/mol oz. 
1,2 kJ/mol).  
Sprememba proste entalpije je podana z enačbo:  
∆𝑮 = ⁡∆𝑯 − 𝑻∆𝑺  (II)        
kjer je:                     
G - prosta entalpija [kJ/mol];     H - entalpija [kJ/molK];     T - temperatura [K];  
S - entropija [kJ/mol]. 
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3.2 REZULTATI MOLEKULSKEGA SIDRANJA ANTAGONISTOV 
ŠTUDIJE ANDERLUHA S SODELAVCI 
 
3.2.1 Glicerolni linker 1 
V nadaljevanju sem proučevala antagoniste, ki so jih v študiji proučevali prof. Anderluh 
s sodelavci [45]. Rezultati ligandov, kjer je preko etrske vezi vpet bifunkcionalni linker, 
so prikazani na sliki 32. Aromatski deli α-D-manopiranozidov tvorijo ugodne π-π 
interakcije s hidrofobnimi amonikoslinami. Najpomembnejše aromatske aminokisline, ki 
tvorijo te interakcije, so Tyr, Trp in Phe.  
 
    
 
Slika 32: Rezultati sidranja ligandov brez metoksi ali z vezano metoksi skupino na 
aromatski sistem (fenilni obroč oz. naftil) v vezavna mesta. 
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Pri pregledu rezultatov sem ugotovila, da vezava metoksi skupine na aromatski sistem 
pripomore k rahlo boljši vezavi ligandov v receptorsko mesto. Spojina UL-TSZ-19 ima 
manj ugodno napovedano afiniteto za vezavo v receptor FimH kot njen analog UL-TSV-
15 z metoksi skupino, pripeto na fenilni obroč. Enako primerjavo sem naredila med 
ligandoma UL-TSZ-15 z naftilnim delom brez metoksi skupine ter UL-TSZ-20 z dodano 
metoksi skupino. Tudi tu opazimo izboljšanje afinitete vezave v vezavno mesto 4AUY, 
medtem ko je v vezavni mesti 3AV5 in 3MCY prileganje slabše.  
Opazimo, da pripeti naftilni del izboljša afiniteto vezave v primerjavi s fenilnim obročem, 
saj cenilna funkcija Glide XP napoveduje za ligand UL-TSZ-15 boljše prileganje v 
vezavno mesto kot za ligand UL-TSZ-19.  
Slika 33 prikazuje afiniteto vezave ligandov v primerjavi z α-manozo. Pozitivne 
vrednosti, prikazane na grafu, pomenijo, da je prileganje liganda v receptorsko mesto 
slabše od prileganja α-manoze. Negativne vrednosti pomenijo, da se ligand raje veže v 
receptorsko mesto kot referenčni ligand – α-manoza. Najnižjo vrednost cenilne funkcije 
Glide XP opazim pri vezavi liganda UL-TSZ-20 v vezavno mesto proteina FimH v pol-
odprti konformaciji (4AUY). 
 
Slika 33: Afiniteta vezave ligandov z odšteto afiniteto vezave α-manoze v posameznem 
vezavnem mestu, kjer pozitivne vrednosti pomenijo slabše, negativne pa boljše prileganje 
od α-manoze. 
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3.2.2 Glicerolni linker 2 
Na glicerolni linker je sledilo pripenjanje fenilnega obroča brez (UL-TSV-06), fenilnega 
obroča z metoksi derivatom (UL-TTD-09) in fenilnega obroča z nitro skupino (UL-TSV-
07). Na sliki 34 so prikazani rezultati sidranja predstavljenih antagonistov, ki se med seboj 
razlikujejo v sučnosti (R in S enantiomeri). 
 
    
 
 
Slika 34: Rezultati sidranja enantiomerov brez metoksi, z vezano metoksi ali z vezano 
nitro skupino na fenilni obroč v vezavna mesta. 
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Izkaže se, da sučnost minimalno vpliva na afiniteto vezave v posamezno mesto. Najnižjo 
vrednost cenilne funkcije Glide XP ima R-enantiomer liganda UL-TSV-07 pri vezavi v 
zaprto konformacijo FimH (3MCY). Tako ligand UL-TTD-09 R kot tudi S ima v vseh 
treh konformacijah enako afiniteto vezave. Tega sem proučila tudi s programom SeeSAR 
verzije 8.1.  
Slika 35 prikazuje afiniteto vezave ligandov v primerjavi z α-manozo. Izkaže se, da je 
prileganje vseh ligandov boljše v posamezno receptorsko mesto kot vezava glikonskega 
dela liganda. Minimalno slabša je le afiniteta liganda UL-TSV-06 v zaprto konformacijo 
vezavnega mesta. 
 
Slika 35: Afiniteta vezave ligandov z odšteto afiniteto vezave α-manoze v posameznem 
vezavnem mestu (pozitivne vrednosti pomenijo slabše, negativne pa boljše prileganje). 
V programu SeeSAR sem analizirala prispevke posameznih elementov (slika 36). 
Ugoden prispevek k vezavi ima atom O14 na manozi, z vrednostjo vezave –7,4 kJ/mol. 
Prispevka desolvatacije liganda in receptorja sta velika, polarni kisik se nahaja v polarni 
okolici. Hkrati pa je sama interakcija v vezavnem mestu zaradi dveh vodikovih vezi 
ugodna (slika 37), kar pripomore k skupni negativni Gibbsovi prosti energiji (zelena sfera, 
Hyde = –7,4 kJ/mol). Vsi kisiki tvorijo ugodne interakcije, Hyde vrednosti vseh so 
negativne, le kisik manoznega obroča O3 tvori neugodno interakcijo.  
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Slika 36: Prikaz vezave liganda UL-TTD-09S v vezavno mesto 3MCY (SeeSAR). 
 
Slika 37: Interakcijski diagram liganda v vezavnem mestu (Schrödinger Suite 2018). 
Vodikove vezi so prikazane z roza črtami. 
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3.2.3 1,3-diamino-2-propanolni linker (manoza na mestu 2) 
Sledilo je preverjanje afinitet vezave ligandov z linkerjem z vsebujočo peptidno vezjo. 
 
 
 
  
   
Izkaže se bistveno boljše prileganje vseh antagonistov (razen antagonista UL-AAG-23 v 
vezavno mesto 4AUY) v primerjavi z afinitetami vezave α-manoze (slika 38).  
R3= 
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Slika 38: Afiniteta vezave ligandov z odšteto afiniteto vezave α-manoze v posameznem 
vezavnem mestu (pozitivne vrednosti pomenijo slabše, negativne pa boljše prileganje). 
Set rezultatov z najboljšimi napovedmi cenilnih funkcij Glide XP je prikazan na sliki 39. 
Med vsemi skupinami vezanimi na peptidno vez, ima najboljšo afiniteto vezave 
antagonist UL-AAG-13 z vezanim β-naftilnim delom. Afiniteti vezave pri α-O-manozidu 
s pripetim fenilnim (UL-AKM-6) ali benzilnim (UL-AAG-23) obročem sta primerljivi, 
razlika se opazi le pri sidranju spojine v odprto konformacijo vezavnega mesta. Opazimo, 
da pripenjanje fenilnega obroča (UL-AKM-6) z dodatnim metoksi derivatom (UL-AAG-
14) izboljša afiniteto vezave.  
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Slika 39: Rezultati vezave ligandov ki vsebujejo linker s peptidno vezjo in vpliv vezanih 
skupin na linker. 
Ligand z najboljšo napovedno vrednostjo vezave (UL-AAG-13) sem proučila tudi v 
programu SeeSAR (slika 40). Kisik O41 z neugodno desolvatacijsko vrednostjo je 
nadomeščen z dvema vodikovima vezema, ki ju tvorita Asp47 in Asp54 (slika 41). V 
končni fazi je prispevek ugoden, Hyde = –7,3 kJ/mol. Vodikovo vez tvori tudi dušik 
peptidne vezi, N4, Hyde = –1,4 kJ/mol. Ugodno pa je tudi prileganje naftila, ki v 
vezavnem mestu tvori π-π interakcije s hidrofobnima Tyr48 in Phe1142. Vsi ogljiki na 
naftilu imajo negativne Hyde vrednosti zaradi desolvatacijskega prispevka. Le-ta je 
posledica izrinjenja vode ob tvorjenju kompleksa ligand-receptor, kjer voda izgubi 
urejenost. Posledično se entropija poveča, Gibbsova prosta energija, ∆G, je na ta račun še 
bolj negativna (glej enačbo II). 
46 
 
 
Slika 40: Prikaz vezave liganda UL-AAG-13 v vezavno mesto 4AUY.  
 
 
Slika 41: Interakcijski diagram liganda UL-AAG-13 v vezavno mesto 4AUY (Schrödinger 
Suite 2018). Vodikove vezi so prikazane z roza črtami, π-π interakcije pa z zelenimi 
črtami. 
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3.2.4 Glicerolni linker 1 vs 2 vs 1,3-diamino-2-propanolni linker 
Sledila je preveritev obeh glicerolnih linkerjev in linkerja s peptidno vezjo, na katere so 
bili pripeti enaki derivati. Zaradi poimenovanja derivatov so le-ti predstavljeni spodaj. 
 
 
  
 
 
 
 
R1=UL-TSZ-19 
R2=UL-TSV-06 
R3=UL-AKM-6  
 
R1=UL-TSV-15 
R2=UL-TTD-09 
R3=UL-AAG-14 
Slika 42 prikazuje, da je pripenjanje na oba glicerolna linkerja primerljivo, medtem ko je 
pripenjanje na linker z vsebovano peptidno vezjo napovedno najboljše (liganda UL-AKM-
6 in UL-AAG-14) po izračunanih cenilnih funkcijah Glide XP.   
 
Slika 42: Primerjava afinitet vezave med ligandi z različnim linkerjem ter nanj vezanimi 
enakimi derivati (fenil in fenil metoksi). 
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Slika 43 prikazuje prileganje v vezavno mesto ligandov v primerjavi z α-manozo. V zaprti 
konformaciji tirozinskih vrat opazimo, da je prileganje treh ligandov nekoliko slabše, vsi 
ostali ligandi pa imajo večjo afiniteto vezave v pripravljena vezavna mesta. 
 
Slika 43: Afiniteta vezave ligandov z odšteto afiniteto vezave α-manoze v posameznem 
vezavnem mestu (pozitivne vrednosti pomenijo slabše, negativne pa boljše prileganje). 
3.3 REZULTATI MOLEKULSKEGA SIDRANJA ALFA-O-
MANOZIDNIH ANTAGONISTOV  
3.3.1 O-linker 
Sledilo je preverjanje α-O-manozidov, ki so jih v študiji proučevali Klein s sodelavci, na 
švicarski univerzi na Inštitutu za Molekularno farmacijo (Institute of Molecular 
Pharmacy, Basel) [39].  
Ligandi imajo tog kisikov linker, ki je v primerjavi s predhodno obravnavanimi 
(glicerolnim in diformamid-2-propanolnim linkerjem) krajši in aglikonu ne omogoča 
fleksibilnejšega in prostega obračanja ter prileganja substituentov v vezavno mesto. V 
tem primeru so afinitete vezave bistveno slabše, čemur je prilagojeno tudi merilo osi glide 
score (od –4 do –9,6 kcal/mol).  
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ZINC04261920 ZINC04096022 ZINC04831392 
 
  
ZINC14651641 ZINC72110136 ZINC53295499 
   
Da je prileganje omenjenih ligandov slabše od vezave α-manoze, prikazuje slika 44. V 
primeru ZINC53295499 se afiniteta vezave poslabša za 3,62 kcal/mol v primerjavi z α-
manozo v vezavnem mestu 4AV5, ta ligand se izkaže za najmanj ugodnega izmed vseh 
proučevanih antagonistov. 
 
Slika 44: Afiniteta vezave ligandov z odšteto afiniteto vezave α-manoze v posameznem 
vezavnem mestu (pozitivne vrednosti pomenijo slabše, negativne pa boljše prileganje). 
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Slika 45 prikazuje izračunane cenilne funkcije Glide XP. Med ligandoma ZINC04261920 
in ZINC04096022, kjer je v prvem primeru na anomerni center vezana metilna skupina, 
v slednjem pa fenilni obroč, lahko naredimo prvo primerjavo. Med njima opazimo 
malenkostno razliko v afinitetah vezave, kjer ima boljšo afiniteto fleksibilnejša spojina 
brez fenilnega obroča.  
Naslednjo primerjavo lahko naredimo med ligandi ZINC04096022, ZINC04831392, 
ZINC14651641 in ZINC72110136, kjer je fenilna skupina pripeta preko alkilnih verig 
različnih dolžin. Daljšanje verige ugodno vpliva na interakcije z vezavnim mestom. 
Molekula je fleksibilnejša, kar omogoča boljše prilagajanje v vezavnem mestu. Togost 
molekule povzroča metilni linker (ZINC04831392), kjer se vezava bistveno poslabša.  
Zadnjo primerjavo v tem setu lahko naredimo med ligandoma ZINC04261920 in 
ZINC53295499. Odrazi se vpliv dolžine verige, pripete na anomerni ogljik. Vezana 
metilna skupina v primerjavi s heptilno omogoča uspešno vsidranje v vezavno mesto, kar 
je ligandu z daljšo verigo onemogočeno (poslabšanje vezave za cca od 2,5 do 3,2 
kcal/mol).  
 
 
Slika 45: Rezultati vezave ligandov, ki imajo na kisikov linker pripenjane derivate.  
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3.3.2 Bifenilni O-linker 
Pripenjanje na O-linker se je izkazalo kot neugodno, zato sem na α-O-manozid pripenjala 
bifenil z različnimi derivati.  
ZINC72105227 ZINC72106156 
  
ZINC53313601 ZINC53314006 
  
Proučevala sem dva para atropoizomernih ligandov, in sicer bifenil s karboksilno skupino 
(ZINC72105227 in ZINC72106156) oziroma bifenil z metil metanoatom (ZINC53313601 
in ZINC53314006). Na sliki 46 sta predstavljena dva seta rezultatov atropoizomerov. 
Posamezna atropoizomera se med seboj ne razlikujeta v afiniteti vezave, medtem ko je 
vezava bifelnila s karboksilno kislino boljša. Tudi biološka uporabnost antagonistov, 
oblikovanih v kisline, je boljša, saj je njihova topnost boljša kakor topnost estrov. 
 
Slika 46: Rezultati vezave atropoizomernih bifenilnih ligandov (karboksilne skupine, 
metil metanoata). 
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Slika 47 prikazuje afinitete vezav atropoizomernih ligandov z aglikonskim delom, kjer 
sem primerjala vpliv vezave bifenil karboksilne kisline in bifenil karboksimetila z odšteto 
afiniteto vezave manoze v posameznem vezavnem mestu. Afiniteta vezave se v primeru 
bifenil karboksimetila poslabša v primerjavi z vezano α-manozo, tudi za 1,64 kcal/mol v 
zaprti konformaciji tirozinskih vrat. Boljše pa je prileganje bifenil karboksilne kisline v 
vezavno mesto, na kar vpliva negativni naboj karboksilne kisline. 
 
Slika 47: Afiniteta vezave ligandov z odšteto afiniteto vezave α-manoze v posameznem 
vezavnem mestu (pozitivne vrednosti pomenijo slabše, negativne pa boljše prileganje). 
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3.3.3 O-linker z bifenil karboksilno skupino in Cl-subtituiranim fenilom 
Ko sem preverila afinitete vezave derivata karboksilne kisline in karboksimetilnega 
derivata na bifenilni linker, sem poizkušala afiniteto vezave izboljšati s pripenjanjem Cl-
substituenta na različne pozicije. Pripenjani substituenti so običajno majhni (Cl, F, NO2).  
 
(orto) ZINC72104720* 
in ZINC72106157* 
(meta)  
ZINC72106147 
(orto) ZINC72107867* 
in ZINC72108163* 
 
 
 
ZINC72139633 
(meta) 
ZINC72108630 ZINC72108076* in  
ZINC72108630* 
  
 
*predstavlja atropoizomerna liganda 
 
Rezultati cenilne funkcije Glide XP napovedo najboljše prileganje vseh ligandov v zaprto 
konformacijo vezavnega mesta (slika 48). Ugotovila sem, da pripenjanje Cl na bifenilni 
linker privede do različnih afinitet vezave posameznih atropoizomerov, kot na primer 
ligandov ZINC72104720 in ZINC72106157 ter ligandov ZINC72107867 in 
ZINC72108163, kar je posledica ovirane rotacije preko ene vezi, ligand pa se posledično 
v eni obliki bolje prilega kakor v drugi, ovirani. Atropoizomera, ki sta di-kloro 
subtituirana, zaradi enake oviranosti v obeh položajih nimata razlik pri izračunih afinitete 
vezave v vseh vezavnih mestih.  
Primerjava med orto in meta kloriranimi ligandi nam ne prikaže korelacij. Primerjava 
med ligandoma z meta Cl substituentom ZINC72106147 (karboksilna) in ZINC72139633 
(metil metanoat) se ne razlikujeta bistveno. Tudi dodaten Cl (diklorirani ligandi) ne zviša 
moči vezave, temveč jo nekoliko zmanjša. 
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Slika 48: Rezultati vezave substituiranih bifenilnih ligandov (karboksilne skupine, metil 
metanoata). 
Slika 49 prikazuje razliko med substituiranimi ligandi in pripadajočimi nesubstituiranimi 
ligandi, kjer sem odštela povprečno vrednost vezave obeh atropoizomerov v posameznem 
vezavnem mestu. Vezava vseh Cl-substituiranih bifenilov, ki imajo vezan karboksi metil, 
se izkaže napovedno boljša kot nesubstituiranih. Pri bifenilnem linkerju s karboksilno 
kislino dodajanje Cl na bifenilni obroč ne izboljša afinitete vezave. Na sliki 50 je 
prikazana razlika v afinitetah vezave v primerjavi z α-manozo, kjer ima vezan aglikon 
večine ligandov ugoden vpliv na vezavo v receptorska mesta. 
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Slika 49: Afiniteta vezave substituiranih ligandov z odšteto afiniteto pripadajočih 
nesubstituiranih ligandov v vezavnih mestih (pozitivne vrednosti pomenijo slabše, 
negativne pa boljše prileganje). 
 
Slika 50: Afiniteta vezave ligandov z odšteto afiniteto vezave α-manoze v posameznem 
vezavnem mestu (pozitivne vrednosti pomenijo slabše, negativne pa boljše prileganje). 
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Slika 51: Prikaz vezave liganda ZINC72139633 v vezavno mesto 4AUY. 
Interakcijo kloriranega liganda sem proučila tudi v programu SeeSAR ver 8.1. Zanimal 
me je prispevek atoma Cl, prisotnega na bifenilnem linkerju antagonista. Vrednost 
prispevka klorovega atoma Cl29 (Hyde = –1,0 kJ/mol) je ugodna, na sliki 51 zelena sfera 
na atomu pomeni ugoden prispevek.  
3.4 REZULTATI MOLEKULSKEGA SIDRANJA TRIAZOLNIH 
ANTAGONISTOV 
3.4.1 α-O-triazolni manozid 
Antagoniste s triazolnim linkerjem sem povzela iz študije Schwadta s sodelavci na 
švicarski univerzi na Inštitutu za Molekularno farmacijo (Institute of Molecular 
Pharmacy, Basel) [40].   
ZINC73196473 ZINC73164034-meta ZINC73168024-para 
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Prvi set rezultatov antagonistov je prikazan na sliki 52. Na triazolni linker je pripet 
benzilni obroč, ki je pri dveh antagonistih (glej spodaj) derivatiziran z metoksi skupino. 
Iz izračunanih cenilnih funkcij sem ugotovila, da med posameznimi antagonisti ni 
bistvenih razlik v afiniteti vezave, vsi antagonisti pa imajo v primerjavi z α-manozo v 
vseh vezavnih mestih nižje vrednost cenilne funkcije Glide XP (slika 53). 
 
Slika 52: Afiniteta vezave antagonistov s triazolnim linkerjem. 
 
Slika 53: Afiniteta vezave ligandov z odšteto afiniteto vezave α-manoze v posameznem 
vezavnem mestu (pozitivne vrednosti pomenijo slabše, negativne pa boljše prileganje). 
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Drugi set proučevanih antagonistov s triazolnim linkerjem imajo pripet fenilni obroč z 
različnimi derivati ter mesti substitucije, pripetimi nanj.  
ZINC73170116 ZINC73196470 ZINC73196471 
   
ZINC73156030 ZINC73156033 
  
ZINC73164036 ZINC73168019 
  
ZINC73165356 ZINC73196472 ZINC73168022 
  
 
 
 
R 
Rezultati, ki jih vidimo na sliki 54 napovedo boljše prileganje m-karboksilne skupine na 
fenilni obroč (ZINC73196471) v primerjavi s p-karboksilno (ZINC73196470). Enak trend 
je pri m-fluriranemu obroču (ZINC73156033) v primerjavi s p-fluoriranemu 
(ZINC73156030). 
Podobno afiniteto vezave sem opazila tudi pri prileganju m-karboksilnega derivata, 
pripetega na piridinski triazol (ZINC73196472), v primerjavi s pripetim na fenil triazol 
(ZINC73196471). Najslabše prileganje pa je pri derivatu adamantana, pripetega na pridin 
triazolni linker (ZINC73168022), saj njegova večja struktura ne omogoča fleksibilnega 
prileganja v vezavno mesto. Vsi antagonisti, razen admantanskega derivata 
(ZINC73168022) in dveh ligandov v eno od vezavnih mest, imajo v primerjavi z α-
manozo v vseh vezavnih mestih boljše prileganje (slika 55). 
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Slika 54: Afiniteta vezave antagonistov s triazolnim linkerjem, ki imajo pripet fenilni 
obroč z različnimi substituenti. 
 
Slika 55: Afiniteta vezave ligandov z odšteto afiniteto vezave α-manoze v posameznem 
vezavnem mestu (pozitivne vrednosti pomenijo slabše, negativne pa boljše prileganje). 
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Tretji set proučevanih rezultatov se navezuje na etil triazolni linker. Med njimi ne 
opazimo bistvenejših razlik v afiniteti vezave (slika 56), vsi ligandi pa imajo boljše 
prileganje od same α-manoze v vezavnih mestih (slika 57). 
ZINC73170117 ZINC73170119 
  
ZINC73170118 ZINC73196769 
 
 
 
 
Slika 56: Afiniteta vezave antagonistov z etil triazolnim linkerjem. 
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Slika 57: Afiniteta vezave ligandov z odšteto afiniteto vezave α-manoze v posameznem 
vezavnem mestu (pozitivne vrednosti pomenijo slabše, negativne pa boljše prileganje). 
3.4.2  α-N-triazolni manozid 
Naslednji set rezultatov pripada N-glikozidnim ligandom. Na anomerni ogljik manoze je 
neposredno vezan dušik triazola, na katerega se vežejo aglikoni.  
ZINC28463724 ZINC73402673 ZINC73170120 
   
ZINC73170130 ZINC73156692 ZINC73170131 
 
 
 
 
Najboljšo afiniteto vezave med vsemi ligandi sem izračunala (sliki 58 in 59) za ligand 
ZINC73156692, kar lahko pripišemo metilnemu distančniku med triazolom in kisikom, 
pripetim na fenilni del. Distančnik fenilnemu obroču omogoča fleksibilnost in možnost 
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dobrega ugnezdenja v vezavno mesto. Ostali ligandi so med seboj primerljivi. Ligandi z 
N-glikozidno vezjo so metabolno bolj stabilni, kar je njihov poglaviten pozitiven 
dejavnik.  
 
Slika 58: Afiniteta vezave antagonistov z N-glikozidnim linkerjem. 
 
Slika 59: Afiniteta vezave ligandov z odšteto afiniteto vezave α-manoze v posameznem 
vezavnem mestu (pozitivne vrednosti pomenijo slabše, negativne pa boljše prileganje). 
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3.4.3  α-C-triazolni manozid 
Zadnji set ligandov, ki sem jih proučevala, predstavljajo α-C-manozidi. Primerjalno s 
prejšnjim setom ligandov N-glikozidnega linkerja, le-ti vsebujejo vmesni metilni linker. 
Rezultati so predstavljeni na sliki 60. Antagonisti se izkažejo za boljše, saj je prileganje 
v vezavno mesto po rezultatih vezavnih energij močnejše (razen ligandov ZINC73195835 
in ZINC73195837). Na sliki 61 je prikazana razlika cenilnih funkci α-C-manozidov v 
primerjavi z α-N-manozidi, medtem ko je na sliki 62 prikazana afiniteta vezave ligandov 
v primerjavi z afiniteto α-manoze v posameznem vezavnem mestu.  
ZINC73170132 ZINC73195835 ZINC73161159 
   
ZINC73195836 ZINC73195838 ZINC73195837 
   
 
Slika 60: Afiniteta vezave antagonistov s C-glikozidnim linkerjem. 
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Slika 61: Primerjava antagonistov s C-linkerjem in njim odšteto afiniteto antagonistov 
z N-linkerjem. 
 
Slika 62: Afiniteta vezave ligandov z odšteto afiniteto vezave α-manoza v posameznem 
vezavnem mestu (pozitivne vrednosti pomenijo slabše, negativne pa boljše prileganje). 
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4 SKLEPNE UGOTOVITVE 
V težnji po razvoju morebitnih antagonistov receptorja FimH za zdravljenje in 
preprečevanje okužb urinarnega trakta sem preverila 70 sintetiziranih spojin. Te sem 
analizirala z metodo molekulskega sidranja v programu Glide, ki je del programskega 
paketa Schrödinger Suite 2018. Vsi proučevani antagonisti vsebujejo α-D-manozo, 
razlikujejo pa se v pripetem aglikonu. Razdelila sem jih v tri večje skupine: prva je 
skupina antagonistov z glicerolnim ali 1,3-diamino-2-propanolnim linkerjem, druga 
skupina zajema bifenilne antagoniste, zadnji proučevani so bili triazolni antagonisti. 
Določila sem njihovo afiniteto vezave na receptorsko mesto proteina FimH, ki se pojavlja 
v treh konformacijah tirozinskih vrat. Odprto (4AV5), pol-odprto (4AUY) in zaprto 
(3MCY) konformacijo določata aminokislinska ostanka Tyr48 in Tyr137. Afiniteta 
vezave je boljša pri nižji vrednosti cenilne funkcije (glide score). Pridobljene vezavne 
energije sem primerjala z že znanimi vrednostmi IC50, kjer nižja vrednost pomeni 
močnejšo spojino, saj pri tej vrednosti zavira 50 % delovanja receptorskega mesta. 
Vključila sem tudi parameter logP, katerega idealna vrednost za oralno in črevesno 
absorpcijo je 1,35–1,8.  
Rezultati proučevanih antagonistov so se izkazali kot obetavni, saj so njihove vezavne 
vrednosti cenilnih funkcij na receptorsko mesto proteina FimH visoke. Nahajajo se v 
območju od ≥ –7,00 kcal/mol do –9,72 kcal/mol (z izvzetimi 4 antagonisti slabše afinitete 
vezave).  
Iz prvega seta glicerolnih in 1,3-diamino-2-propanilnih antagonistov ima najboljši 
rezultat kompleks UL-AAG-13. Njegovo najboljše prileganje je v odprto konformacijo 
proteina FimH (∆G = –9,72 kcal/mol), le nekoliko slabše se ligand prilega v zaprto 
konformacijo (∆G = –9,38 kcal/mol). Aglikonski del antagonista vsebuje na obeh 
peptidnih vezeh pripet naftilni obroč, ki se ugodno prilega v vsa vezavna mesta. Tvorba 
8 vodikovih vezi in π-π interakcija z nepolarnim naftilnim obročem pripomoreta k višji 
vrednosti afinitete vezave. Poleg visoke vrednosti ∆G je tudi vrednost IC50 v zgornjem 
nanomolarnem območju (IC50 = 763 nM), kar eksperimentalno potrjuje inhibitorno moč. 
Hidrofobnost molekule (logP = 1,45) je dodatna potrditev, da bi bil lahko predstavljen 
antagonist nova zdravilna učinkovina.  
Iz prvega seta rezultatov izpostavljam tudi antagonista UL-TSZ-15. Ta ima 
eksperimentalno določeno najmočnejšo moč inhibicije (IC50 = 58 nM). Antagonist 
vsebuje na obeh glicerolnih linkerjih pripet naftilni obroč, pri čemer eden tvori π-π 
interakcijo. Skupno tvori 7 vodikovih vezi, kar v primerjavi z UL-AAG-13 privede do 
nekoliko slabših vrednosti cenilnih funkcij. Vrednost je najboljša v primeru zaprte 
konformacije tirozinskih vrat (∆G = –9,03 kcal/mol) in najslabša v odprti konformaciji 
(∆G = –8,50 kcal/mol).  
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Drugi set rezultatov, kjer sem proučevala bifenilne antagoniste, po eksperimentalnih 
napovedih uvršča ligand ZINC-72107867 za najbolj aktivno spojino na FimH. Njegova 
IC50 vrednost je 4,8 nM. S sidranjem molekule v vezavna mesta FimH sem tudi sama 
ugotovila ugodno prileganje, pri čemer je slednje najboljše v zaprto konformacijo 
tirozinskih vrat (∆G = –9,37 kcal/mol). Nekoliko slabše je prileganje v pol-odprto (∆G = 
–8,74 kcal/mol) in odprto konformacijo (∆G = –8,27 kcal/mol). Poleg vseh hidrofobnih, 
polarnih, π-π interakcij in vodikovih vezi k afiniteti vezave pripomore (orto) Cl-
substitucija bifenilnega obroča in prisotnost metoksi skupine na obroču. Vrednost logP = 
1,7 uvršča spojino med lipofilne. 
Skupina triazolnih antagonistov se po vrednostih parametra logP izkaže za slabšo izbiro 
potencialnih zdravilnih učinkovin. Kar 80 odstotkov teh antagonistov spada po vrednosti 
logP v skupino hidrofilnih spojin. IC50 uvršča ligand ZINC-73165356 med obetavnega z 
vrednostjo 70 nM. Izračuni afinitet vezave potrjujejo ugodno prileganje v vsa vezavna 
mesta (∆G = –8,83 kcal/mol za odprto, ∆G = –8,61 kcal/mol za pol-odprto in ∆G = –8,74 
kcal/mol za zaprto konformacijo), medtem ko logP = –1,88 z negativno vrednostjo uvršča 
spojino med hidrofilne.  
Izmed vseh ligandov so bile najslabše izračunane vrednosti afinitet vezave antagonista 
ZINC-53295499. Dolžina verige na α-D-heptilnem manozidu, ki je pripeta na anomerni 
center, naj bi ugodno vplivala na vezavo v receptorskem mestu. Iz pridobljenih afinitet 
vezave opazimo, da se vpliv dolžine verige izkaže za neugodnega, saj ne tvori dodatnih 
interakcij v vezavnem mestu. V odprti konformaciji tirozinskih vrat je vrednost ∆G = –
4,52 kcal/mol, v pol-odprti ∆G = –4,77 kcal/mol in v zaprti ∆G = –5,40 kcal/mol. Kljub 
ugodni eksperimentalni določitvi IC50 = 65,6 nM in logP = 0,59, na podlagi vezavnih 
energij tega antagonista ne bi izbrala za obetajočega.  
Rezultati se za večino antagonistov izkažejo kot obetajoči. Le-ti bi lahko predstavljali 
nove zdravilne učinkovine za preprečitev okužb urinarnega trakta.  
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6 PRILOGA 
Nabor proučevanih antagonistov lektina FimH so zbrani v tabeli spodaj. 
β-MANNOZA α-MANNOZA 
  
4AUY-LIGAND 4AV5-LIGAND 3MCY-LIGAND 
  
 
UL-TSZ-15 UL-TSZ-20 UL-TTD-09R 
   
UL-TTD-09S UL-TSZ-19 UL-TSV-15 
   
UL-TSV-06R/S UL-TSV-07R/S UL-AKM-6 
   
UL-AAG-23 UL-AAG-13 UL-AAG-14 
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UL-AAG-21 UL-AAG-22 UL-AAG-11 
   
ZINC04261920 ZINC04096022 ZINC04831392 
 
 
 
ZINC14651641 ZINC72110136 ZINC53295499 
   
ZINC72105227* in  
ZINC72106156*  
ZINC53313601* in  
ZINC53314006*  
 
 
ZINC72104720 ZINC72106157 ZINC72107867 
   
ZINC72108163 ZINC72106147 ZINC72139633 
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ZINC72108630 ZINC72108075 ZINC72108076 
   
ZINC73196473 ZINC73164034 ZINC73168024 
 
 
 
ZINC73170116 ZINC73170117 ZINC73196470 
 
  
ZINC73196471 ZINC73196472 ZINC73156030 
   
ZINC73156033 ZINC73170119 ZINC73165356 
   
ZINC73196769 ZINC73164036 
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ZINC73170118 ZINC73168019 ZINC73168022 
 
 
 
 
ZINC73164034 ZINC73196471 ZINC73156033 
   
ZINC28463724 ZINC73170131 ZINC73402673 
   
ZINC73170120 ZINC73170130 ZINC73156692 
   
ZINC73170132 ZINC73195835 ZINC73195837 
   
ZINC73161159 ZINC73195836 ZINC73195838 
   
 
